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1. La homeostasis celular: papel de AMPK 
 
Durante miles de años, los organismos vivos han estado constantemente 
sometidos a un aporte irregular de nutrientes, por lo que la capacidad de 
mantener el balance energético durante la falta de alimento ha sido crítica para 
su supervivencia. Esta presión selectiva les ha llevado a desarrollar complejos 
sistemas que les permiten mantener la homeostasis energética celular, 
almacenando sustratos energéticos durante el aporte de alimento y reduciendo 
su gasto cuando éste es escaso (Long and Zierath 2006). 
 
Para los seres vivos, establecer el control energético celular significa, 
básicamente, mantener la relación de ATP:ADP dentro de unos estrechos 
límites, lo que significa que debe haber un equilibrio entre los niveles de 
producción y gasto de ATP. A nivel molecular, el mecanismo principal que 
poseen los organismos eucariotas para la ejecución y regulación de la mayor 
parte de las funciones celulares, y por tanto, de la regulación del balance 
energético, es la fosforilación y desfosforilación de proteínas. De hecho, se 
estima que una tercera parte de las proteínas eucarióticas son susceptibles de 
ser sustratos de fosforilación (Barford, Das et al. 1998). Este es un proceso 
reversible que implica a quinasas en eventos de fosforilación (transferencia de 
un fosfato desde la posición γ de una molécula de ATP a una proteína, 
generalmente sobre un residuo de serina, treonina o tirosina, que permiten la 
activación o inactivación de enzimas) y a fosfatasas, que desfosforilan con el 
mismo propósito (Figura 1) (Hunter 1995). 
 
En mamíferos, la serina/treonina quinasa activada por AMP (AMPK) es un 
sensor energético y regulador clave del metabolismo que se activa en 
respuesta a un aumento en la relación AMP:ATP en la célula. AMPK controla el 
metabolismo de la glucosa y de los lípidos, e integra circuitos de señalización 
entre tejidos periféricos y el hipotálamo regulando la ingesta y el gasto 













Figura 1. Representación esquemática de la fosforilación y desfosforilación de proteínas. 
 
 
Entre las muchas funciones que se le atribuyen a AMPK, su papel en el control 
de la homeostasis de la glucosa es de particular importancia para la 
supervivencia porque, además de ser la principal fuente de energía para la 
mayoría de los organismos, la glucosa puede ejercer efectos reguladores de 
tipo “hormonal”, participando en el crecimiento, metabolismo y desarrollo 
celular (Rolland, Winderickx et al. 2001). La ausencia de glucosa en la célula 
provoca la fosforilación y activación de AMPK, mientras que, en presencia de 
glucosa, se desfosforila e inactiva. Los mecanismos moleculares por los que 
esto ocurre no están resueltos todavía, siendo por ello el principal objetivo de 
esta tesis el estudio de la regulación de AMPK por glucosa.  
 
2. AMPK como sensor celular 
 
2.1.  Primeros estudios 
 
Hace unos 35 años se describió por primera vez en mamíferos una proteína 
quinasa que se activaba por la presencia de AMP. Entonces se observó que 
era capaz de fosforilar e inactivar reversiblemente tanto a la 3-hidroxi-3-
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metilglutaril coenzima A [(HMG)-CoA] como a la acetil co-enzima A carboxilasa 
1 (ACC1), enzimas reguladoras de la síntesis del colesterol y de los ácidos 
grasos respectivamente (Beg, Allmann et al. 1973; Carlson y Kim 1973). Pero 
hubo que esperar hasta el año 1980 para que esta enzima, hoy ampliamente 
conocida como AMPK, fuera caracterizada (Yeh, Lee et al. 1980). Unos años 
más tarde se consiguió clonar el cDNA que la codifica (Beri, Marley et al. 1994), 
lo que permitió descubrir la existencia de homólogos tanto en S. cerevisiae 
(SNF-1, de sucrose non-fermenting-1) (Carlson 1999) como en plantas (SnRK, 
de SNF-1 Related Kinase) (Halford and Hardie 1998). Hoy en día se sabe que 
la existencia de ortólogos de AMPK es una característica que comparten todas 
las células eucariotas (Hardie 2004). 
 
Desde que se relacionó a AMPK con el control metabólico, señalándola como 
una diana crucial de los agentes antihiperglucémicos, los estudios sobre esta 
enzima han aumentado exponencialmente, convirtiéndose en una posible diana 
terapéutica tanto para la diabetes y el cáncer (Luo, Saha et al. 2005) como para 
la obesidad (Kola, Boscaro et al. 2006). 
 
2.2.  Estructura de AMPK 
 
AMPK es un complejo heterotrimérico formado por una subunidad catalítica α 
(α1 ó α2) y dos subunidades reguladoras, β (β1 ó β2) y γ (γ1, γ2 ó γ3) (Hardie 
2007). Cada isoforma está codificada por un gen diferente, y además, algunos 
de los mRNAs están sujetos a variantes de procesamiento (“splicing”) y la 
utilización de promotores alternativos. Por ello, al ser posibles todas las 
combinaciones entre las distintas isoformas para formar el complejo, existe una 
enorme variedad de complejos heterotriméricos. Además, dependiendo del 
tejido y de la organización subcelular, varía el tipo de complejo, siendo el 
complejo que predomina en la mayor parte de los tipos celulares el formado por 
las isoformas α1β1γ1. El músculo esquelético es el único tejido que expresa 
todas las isoformas, incluyendo la γ3 (Mahlapuu, Johansson et al. 2004). 
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Todo esto ha suscitado un enorme interés hacia el estudio de los patrones de 
expresión en los distintos tipos celulares, puesto que su conocimiento permitiría 
la modulación farmacológica de AMPK en distintos tejidos, pudiéndose 





Las isoformas de α, α1 y α2 (con un 75% de identidad y un 84% de similitud de 
secuencia), contienen un dominio quinasa convencional de serinas y treoninas 
en su extremo amino-terminal (N-ter), donde reside el aminoácido conservado 
treonina 172 (Thr172) (Figura 2). Este residuo se encuentra concretamente en 
el lazo de activación, característica conservada en muchas quinasas, y su 
fosforilación es necesaria para la activación de la enzima (Hawley, Davison et 
al. 1996). Las estructuras cristalográficas de los dominios quinasa de Snf1 
(PDB ID 2H6D) (Nayak, Zhao et al. 2006) y de α2 (PDB ID 2FH9) (Hardie 2007) 
han sido resueltas recientemente. Contienen la estructura canónica bilobulada 
de los dominios quinasa eucarióticos pero, en ambos casos, la proteína se 
encontraba desfosforilada e inactiva, por lo que la estructura del lazo de 
activación no pudo ser resuelta por completo. La región carboxilo-terminal (C-
ter) contiene una secuencia autoinhibitoria (AID, “autoinhibitory domain”) que 
reprime la actividad quinasa (Pang, Xiong et al. 2007). Esta secuencia presenta 
similitud de secuencia con los dominios de asociación a ubiquitinas que se 
encuentran en la misma posición en varios miembros de la familia relacionada 
con AMPK (Jaleel, Villa et al. 2006). El resto de secuencia (CTD, “carboxilo 
terminal domain”) se requiere para la formación del complejo con las 
subunidades β y γ (Crute, Seefeld et al. 1998; Jiang y Carlson 1997). Los 
complejos de AMPK que contienen la isoforma α2 predominan en músculo 
esquelético (Chen, McConell et al. 2000), corazón e hígado (Leclerc, Kahn et 
al. 1998), todos ellos tejidos de sensibilidad a la insulina, mientras que AMPK 
































Figura 2. Estructura típica de AMPK. A) Dominios característicos de las subunidades α, β y γ de 
AMPK. T172, sitio de activación por fosforilación de AMPK; AID, dominio autoinhibitorio; CTD, 
dominio C-terminal; GBD, dominio de unión a glucógeno; CBS, dominios de Bateman; N-ter, amino-
terminal; C-ter, carboxilo-terminal. B) Características de las subunidades de AMPK con sus 
distintas isoformas y genes que las codifican. Se indica también el locus de localización en Homo 
sapiens, el número de aminoácidos y la masa molecular de cada proteína. 
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Asimismo, existen diferencias en su localización subcelular. La isoforma α1 se 
encuentra principalmente en el citoplasma, mientras que la isoforma α2 se 
encuentra tanto en el citoplasma como en el núcleo, aunque puede haber 
variaciones en función de la situación metabólica (Salt, Celler et al. 1998). 
Además de presentar variaciones a nivel de su localización celular, también 
muestran diferencias en cuanto a la especificidad por la proteína diana, por lo 
que se sugiere que α1 y α2 desarrollan funciones distintas (Schimmack, 
Defronzo et al. 2006). 
 
Además del sitio de activación, la subunidad α de AMPK puede ser fosforilada 
por PKA en la serina 485 (α1)/ser491 (α2). En células β pancreáticas de tipo 
INS1 (insulinoma 1), en fibroblastos embrionarios y en células COS (células de 
riñón de mono), se ha observado que la fosforilación de este sitio atenúa la 
actividad de AMPK, aunque no parece suficiente para inhibirla (Hurley, Barre et 
al. 2006). Recientemente se han descrito dos nuevos sitios de fosforilación por 
PKA en la subunidad α1: la Ser173 y la Ser497 (Djouder, Tuerk et al. 2010). La 
fosforilación dependiente de PKA de la Ser173 en adipocitos primarios impide 
la posterior fosforilación de la Thr172. Del mismo modo, en experimentos in 
vitro, el tratamiento previo de AMPK α1 con PKA impide la fosforilación 
posterior por LKB1. Estos interesantes resultados sugieren la existencia de un 
nuevo mecanismo de regulación negativa de la actividad de AMPK por PKA 




Las subunidades reguladoras β y γ ayudan principalmente a mantener la 
estabilidad del complejo, aunque se están encontrando nuevas funciones para 
estas subunidades. La comparación entre las secuencias de las subunidades β 
de diferentes especies revela que contienen dos regiones conservadas, que 
originalmente se denominaron dominios KIS (“Kinase Interacting Sequence”) y 
ASC (“Association with SNF1 Complex”). Algunos trabajos recientes indican 
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que, en mamíferos, el dominio ASC (β-CTD; extremo C-ter de β) es suficiente 
para la formación del complejo con las subunidades α y γ, mientras que el 
dominio KIS, no está implicado como previamente se postulaba en la 
interacción con las otras dos subunidades. En realidad, es un dominio de unión 
a glucógeno (GBD, “Glycogen-Binding Domain”) (Figura 2) (Hudson, Pan et al. 
2003). Estos dominios GBD no catalíticos se encuentran normalmente en 
enzimas que catalizan las ramificaciones α1→ 6 de los poliglucosanos, como el 
glucógeno o el almidón (Hardie 2004). 
 
Las dos isoformas de β, β1 y β2, poseen un 70.3 % de identidad y un 81.7 % 
de similitud y ambas sufren miristoilación en la glicina 2. Esta modificación 
post-traduccional permite la localización de AMPK β en membrana (Witczak, 
Sharoff et al. 2008) y su eliminación genera una distribución intracelular de 
AMPK β mucho más homogénea, así como un incremento de su actividad 
(Sanz 2008). Asimismo, se han descrito 4 sitios de fosforilación en la subunidad 
β. Tanto β1 como β2 pueden ser fosforiladas en la Ser108 y en la Ser182. 
Además de estos dos sitios, en la subunidad β1 son susceptibles de 
fosforilación los sitios Ser24 y Ser25 (Witczak, Sharoff et al. 2008; Sanz 2008). 
 
Esto tiene consecuencias a nivel funcional y de localización. Ambas isoformas 
pueden encontrarse tanto en el núcleo como en el citoplasma, aunque la 
fosforilación de β1 en la Ser24, Ser25 y Ser185 evita su presencia en el núcleo. 
Por otro lado, la fosforilación de la Ser108 incrementa la actividad de AMPK 
(Sanz 2008). Se ha observado igualmente que, en distintas situaciones de 




Respecto a la subunidad reguladora γ, tras la región variable N-terminal, se 
encuentran 4 repeticiones en tándem de un motivo que fue denominado 
dominio CBS (“Cystathionine β-Synthase”) (Figura 2) (Bateman 1997). Los 25 
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aminoácidos anteriores al primer dominio CBS, Pre-CBS, están implicados en 
la interacción con β y en la formación de un complejo AMPK activo y estable 
(Viana, Towler et al. 2007). La estructura formada por dos motivos CBS en 
tándem (denominada dominio Bateman) es la unidad básica funcional. Por 
cada dos dominios CBS se une, de forma excluyente, una molécula de AMP o 
de ATP, (Scott, Hawley et al. 2004) aunque esta última lo hace con una 
afinidad 5 veces menor (Kobe y Kemp 1999). Sin embargo, la unión de dos 
moléculas de AMP o de ATP se realiza de forma fuertemente cooperativa. Este 
hecho podría constituir un mecanismo adicional para incrementar la 
sensibilidad del sistema AMPK a pequeños cambios en los niveles de 
nucleótidos (Kahn, Alquier et al. 2005) como se discutirá más adelante. 
 
2.3. Regulación de AMPK 
 
2.3.1. Regulación alostérica de AMPK 
 
Como se ha mencionado antes, AMPK se activa en respuesta a un aumento en 
la relación de AMP/ATP en la célula. A pesar de que esta enzima fue llamada 
así por activarse alostéricamente por AMP, este efecto ha resultado ser 
bastante menor (alrededor de 5 veces) en comparación con el efecto de la 
fosforilación en el residuo Thr172 de la subunidad catalítica α (Hawley, Davison 
et al. 1996). Dicha fosforilación aumenta su actividad hasta 200 veces (Hardie y 
Sakamoto 2006), aunque la combinación de ambos tiene un efecto sinérgico, 
provocando un aumento de hasta 1000 veces en la actividad de la quinasa 
(Suter, Riek et al. 2006). 
 
La señal del AMP es amplificada por la adenilato quinasa, una enzima 
responsable de mantener en equilibrio en todo momento la reacción: [2 ADP ↔ 
AMP + ATP]. Esto hace que la relación AMP:ATP varíe proporcionalmente al 
cuadrado de la relación ADP:ATP, lo que la convierte en un indicador 
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extremadamente sensible a las pequeñas variaciones de AMP y, por tanto, del 
estatus energético celular (Hardie, Salt et al. 1999). 
 
Además de la regulación alostérica, se han descrito dos posibles mecanismos 
por los que la unión del AMP podría activar a AMPK. Según el primero, su 
unión convertiría a AMPK en un mejor sustrato para las quinasas que la 
fosforilan y la activan (Hawley, Selbert et al. 1995). Según el segundo, la 
convertiría en un peor sustrato para las fosfatasas que la desfosforilan e 













Figura 3. Mecanismos de regulación de AMPK. AMPK se encuentra desfosforilada e inactiva en 
ausencia de estrés. En situación de estrés, cuando la relación de AMP/ATP aumenta, AMPK se 
activa tanto alostéricamente por AMP como por fosforilación en la Thr172.  
 
 
2.3.2. Quinasas que fosforilan y activan a AMPK 
 
Uno de los avances más importantes de los últimos años en el estudio de la 
regulación de AMPK ha sido la identificación molecular de las quinasas 
responsables de su fosforilación en mamíferos y otros organismos celulares 
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(Witters, Kemp et al. 2006; Rutter y Leclerc 2009). La identificación en S. 
cerevisiae de tres quinasas capaces de fosforilar al ortólogo de AMPK en 
levaduras, SNF1, denominadas Pak1, Tos3 y Elm1 (Hong, Leiper et al. 2003), 
permitió identificar en mamíferos a la quinasa LKB1 (Jenne, Reimann et al. 
1998; Woods, Johnstone et al. 2003) que forma parte de un complejo junto con 
MO25 (mouse protein 25) y STRAD (STE20-related adaptor protein) (Hawley, 
Boudeau et al. 2003). Por otro lado, en células β pancreáticas se observó que 
el aumento de Ca+2 libre en el citosol, (situación que conduce a la activación de 
las quinasas dependientes de calmodulina, CaMKKs), coincide con un aumento 
en la fosforilación de AMPK sin que exista un aumento en los niveles de AMP 
(Leclerc y Rutter 2004). Al igual que en células β, en tejidos neuronales se 
observó que tanto CaMKKα como CaMKKβ participan de la misma manera en 
la fosforilación y activación de AMPK. (Hawley, Pan et al. 2005; Woods, 
Dickerson et al. 2005). Por último, hace cuatro años se identificó TAK1, la 
tercera y última quinasa conocida capaz de fosforilar a AMPK. Esta parece 
tener más importancia en tejido cardíaco (Xie, Zhang et al. 2006) aunque 
apenas se ha estudiado en el resto de tejidos. 
 
Como se ha comentado anteriormente, todavía no está claro si el AMP, 
además de activar alostéricamente a AMPK, pudiera o no estar activando a las 
quinasas o a las fosfatasas encargadas de su regulación. Recientemente se ha 
descrito que el AMP no estimula la fosforilación de la Thr172 por parte de LKB1 
o de CaMKKβ. Estos resultados apoyan la hipótesis de que la activación de 
AMPK por fosforilación es debida, principalmente, a una disminución de la 
actividad de las fosfatasas que actúan sobre ella (Suter, Riek et al. 2006). 
Pasaremos a comentar a continuación por lo tanto, el papel de las fosfatasas 








2.3.3. Fosfatasas que desfosforilan e inactivan a AMPK 
 
Según lo descrito por Suter y col. (Suter, Riek et al. 2006), se sugiere que, en la 
regulación de AMPK, la desfosforilación de la quinasa es tanto o más 
importante que su fosforilación. Existen además otros trabajos, como el de 
Sanders y col. (Sanders, Grondin et al. 2007) y más recientemente el de 
Fogarty y col. (Fogarty, Hawley et al. 2010), que refuerzan la hipótesis de que 
el AMP podría estar inhibiendo a las fosfatasas encargadas de desfosforilar a 
AMPK. Según Sanders y col. (Sanders, Grondin et al. 2007) la presencia de 
AMP impide la desfosforilación de la Thr172 por PP2Cα in vitro. Este efecto 
requiere sin embargo, de una subunidad γ funcional ya que, según los autores, 
el AMP no ejerce el mismo efecto sobre la desfosforilación del complejo αβγ si 
éste está formado por una subunidad γ que una débilmente AMP. De acuerdo 
con este modelo, el aumento en la fosforilación de AMPK por LKB1 en 
presencia de AMP podría darse en respuesta a una disminución de la 
desfosforilación. La desfosforilación e inactivación tendría lugar cuando los 
niveles de AMP volvieran a ser basales. En el segundo trabajo, un estudio 
realizado en células HeLa (carentes de LKB1) (Fogarty, Hawley et al. 2010), se 
mostró que la presencia de AMP no tiene efecto en la fosforilación basal de 
AMPK pero sí aumenta la capacidad de los agentes que elevan el Ca+2 para 
activar a AMPK. Esto es consistente con la idea de que el efecto del AMP 
sobre la fosforilación de la Thr172 de AMPK es debido a una inhibición de la 
desfosforilación. 
 
Como se ha indicado anteriormente, los estudios sobre las fosfatasas 
posiblemente implicadas en la regulación de AMPK son menos numerosos y 
además discrepan entre ellos, por lo que el tema es todavía motivo de 
controversia. Ensayos realizados con extractos de hígado de rata han 
demostrado que tanto PP2C como la combinación de PP1 y PP2A son capaces 
de desfosforilar el residuo Thr172 de AMPK in vitro, (Woods, Vertommen et al. 
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2003) pero se desconoce cuál de ellas tiene el papel más importante in vivo. 
Estos tres tipos de fosfofatasas capaces de desfosforilar a AMPK in vitro (PP1, 
PP2A y PP2C) pertenecen a la superfamilia de las fosfatasas de serinas y 
treoninas, que puede ser a su vez subdividida en dos grandes grupos (Figura 
4). Por un lado las PPPs (“Phospho Protein Phosphatases”), donde podemos 
encontrar a PP1 y a PP2A, y por otro lado, a las PPM (“Protein Phosphatase 
Magnesium-dependent”), que se caracterizan por requerir iones Mg+2 o Mn+2 











Figura 4. Clasificación de los tipos de fosfatasas según su sustrato.  
 
Los estudios realizados sobre cuál de ellas tiene un papel predominante en la 
desfosforilación de AMPK in vivo se han hecho mayoritariamente en relación 
con la regulación de AMPK por ácidos grasos, principalmente por palmitato. En 
este sentido, se han hecho observaciones en corazón (Clark, Carling et al. 
2004), en L-miotubos del músculo esquelético (Watt, Steinberg et al. 2006) y en 
células aórticas del endotelio (Wu, Song et al. 2007). Los resultados de estos 
trabajos son controvertidos puesto que unos apuntan a una regulación 
dependiente de PP2C (Clark, Carling et al. 2004) y otros de PP2A (Wu, Song et 
al. 2007). En todos estos tejidos, el palmitato activa a AMPK siempre y cuando 
la exposición al mismo no sea excesivamente prolongada. En este último caso, 
el palmitato provoca una disminución significativa tanto de la fosforilación de 
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AMPK como de su sustrato ACC incluso en presencia de AICAR, un activador 
de AMPK (Wu, Song et al. 2007). Es interesante destacar que en células MIN6 
β-pancreáticas el palmitato es capaz de activar a AMPK incluso en presencia 
de glucosa (Wang, Zhou et al. 2007). Esta observación sugiere la existencia de 
dos posibles mecanismos de activación: uno relacionado con el palmitato y otro 
con la glucosa. Hasta ahora, ninguno de los dos mecanismos moleculares ha 
sido elucidado. 
 
Otras aportaciones al papel de las fosfatasas provienen de estudios realizados 
en extractos de hepatocitos de rata. Los resultados de dichos trabajos sugieren 
que una fosfatasa insensible al ácido ocadaico, como lo es PP2C pero no 
PP2A, es responsable de la desfosforilación in vivo de AMPK (Davies, Helps et 
al. 1995). Asimismo, el tratamiento de hepatocitos primarios con diferentes 
inhibidores de fosfatasas y con naringina, un flavonoide que se encuentra en la 
piel de algunos cítricos, ha sugerido la existencia de dos mecanismos 
independientes de inactivación de AMPK. Uno dependiente de naringina, que 
estaría asociado a PP2A, y otro resistente a la naringina, asociado a la 
actividad de PP1 (Samari, Moller et al. 2005). 
 
Por lo tanto, parece que podrían existir distintos mecanismos que, dependiendo 
del tipo de señal y de las condiciones, activarían a unas u otras fosfatasas que 
desfosforilarían a AMPK. Se trata por lo tanto de un campo poco explorado y 
controvertido que requiere de más investigación. Dentro de este campo, 
nosotros estamos estudiando las claves de la/s fosfatasa/s encargada/s de 
desfosforilar e inactivar a AMPK en respuesta a la señal de glucosa. 
 
3. Efectos fisiológicos de la activación de AMPK 
 
En un principio se consideró a AMPK como sensor del estatus energético a 
nivel celular (Hardie, Scott et al. 2003; Carling 2004). Sin embargo, pronto se 
hizo evidente su implicación en la regulación del balance energético a nivel 
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global de todo el organismo, respondiendo a señales hormonales y 
nutricionales en el sistema nervioso central y en los tejidos periféricos que 
modulan la ingesta y el gasto de energía (Kahn, Alquier et al. 2005). 
 
AMPK se activa por un amplio abanico de estreses metabólicos que incluyen 
ausencia de glucosa, ejercicio, hipoxia, isquemia, estrés oxidativo y estrés 
hiperosmótico (Figura 5). A excepción del último, todos los demás están 
relacionados con un aumento en la relación AMP:ATP celular. Una vez AMPK 
es activada, inhibe rutas anabólicas (biosintéticas) y otros procesos que 
consuman ATP, mientras que activa aquellas rutas catabólicas que generan 
ATP, todo ello con el objetivo de restablecer y mantener el balance energético 
celular. 
 
Figura 5. Control del balance enegético por AMPK.  
Adaptado de (Hardie y Sakamoto 2006). 
 
Estos efectos se alcanzan tanto por fosforilación rápida y directa de enzimas 
metabólicas como a través de efectos a largo plazo en la expresión de genes. 
Por todo ello, AMPK coordina, tanto a corto como a largo plazo, la activación de 
diversas enzimas y rutas metabólicas que controlan la toma, almacenamiento y 
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utilización de glucosa y lípidos en músculo esquelético, corazón, tejido adiposo, 
hígado, células β pancreáticas y cerebro, (Kahn, Alquier et al. 2005). 
 
4. SNF1, el ortólogo de AMPK en levaduras 
 
Existe un alto grado de conservación evolutiva entre muchas rutas de 
transducción de señal de levaduras y eucariotas superiores. Esto convierte a la 
levadura en muchos casos en un modelo perfecto para el estudio y 
caracterización de los componentes que participan en tales rutas en 
organismos más complejos. Así pues, la función de AMPK como sensor 
energético y regulador clave del metabolismo está conservada evolutivamente, 
como lo demuestra el papel regulador que desempeña su ortólogo SNF1 
(“Sucrose, Non-Fermenting) en el metabolismo de la glucosa en S. cerevisiae  
(Hardie 2004) (Carling 2004). 
 
La proteína quinasa Snf1 (ortólogo de la subunidad α de AMPK) forma el 
complejo SNF1 junto a la subunidad Snf4 (ortólogo de la subunidad γ de 
AMPK) y miembros de la familia Sip1/Sip2/Gal83 (ortólogos de la subunidad β 
de AMPK) (Jiang y Carlson 1997). La actividad de Snf1 está regulada por 
fosforilación en el residuo de Thr210 (McCartney y Schmidt 2001) por acción de 
las quinasas Elm1, Sak1 y Tos3, que fosforilan y activan Snf1 tanto in vitro 
como in vivo. Estas quinasas parecen tener funciones redundantes, ya que se 
requiere la eliminación de las tres para eliminar la actividad Snf1 in vivo y 
obtener un fenotipo similar al del mutante snf1 (Hong, Leiper et al. 2003). 
 
4.1. Regulación del complejo SNF1 por glucosa 
 
La actividad del complejo quinasa SNF1 está regulada por glucosa (Jiang y 
Carlson 1996; Wilson, Hawley et al. 1996) aunque, al contrario de lo que ocurre 
con la AMPK de mamíferos, Snf1 no se activa directamente por AMP (Wilson, 
Hawley et al. 1996). 
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En levaduras, cuando las células crecen en un medio rico en glucosa, el 
complejo SNF1 se encuentra mayoritariamente autoinhibido, en una 
conformación en la que el dominio regulador (RD) está unido al dominio 
catalítico quinasa (KD) (Figura 6). En estas condiciones el complejo se 
encuentra desfosforilado e inactivo. Sin embargo, al cambiar las condiciones y 
disminuir los niveles de glucosa en el medio, el complejo se activa rápidamente 
por fosforilación de la Thr210. El dominio catalítico se libera de su estado de 
autoinhibición y Snf4 se une al dominio regulador, adoptando así el complejo 
una conformación abierta y activa. El complejo fosfatasa, formado por la 
subunidad catalítica Glc7 (única proteína fosfatasa de tipo 1 en levaduras) y la 
subunidad reguladora Reg1 (Reg1-Glc7), es clave en la desfosforilación de 
Snf1 en respuesta a glucosa. En condiciones de baja glucosa, el complejo se 
une con mayor intensidad a Snf1 y de este modo, Snf1 puede fosforilar a la 
subunidad reguladora Reg1, manteniendo el complejo en un estado inhibido. 
En el momento en el que la célula dispone de nuevo de glucosa, el complejo 
Snf1 se desfosforila rápidamente por acción del complejo Reg1-Glc7, 
facilitando así de nuevo su paso al estado de autoinhibición. Dado que la 
actividad de las tres quinasas de Snf1 parece ser constitutiva, la regulación del 
estado de fosforilación de Snf1 depende fundamentalmente de la actividad del 
complejo fosfatasa. Se cree que la fosforilación de Reg1 y su unión a Snf1 
mantienen a la fosfatasa en un estado latente hasta que aumenta de nuevo el 
nivel de glucosa. 
 
Otro componente crucial en la ruta de represión por glucosa de la levadura es 
la hexoquinasa PII (Hxk2). Además de su papel en la fosforilación de la glucosa 
en el primer paso de la ruta glicolítica, convirtiéndola en glucosa-6P, la Hxk2 
también participa en la regulación de la actividad del complejo SNF1. Esta 
segunda función de la Hxk2 no la comparten las otras dos enzimas capaces de 
fosforilar a la glucosa en levaduras, la hexoquinasa PI (HXKI) y la glucoquinasa 
(GLK1), puesto que mutaciones en estos dos genes no alteran la señalización 
por glucosa (Gancedo 1998). Por tanto, parece que el efecto de Hxk2 en la 
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señalización por glucosa no está relacionado sólo con la capacidad de 







Figura 6. Regulación del complejo quinasa de levaduras SNF1 por glucosa.  
RD, dominio regulador de Snf1; KD, dominio catalítico quinasa; Reg1-Glc7, complejo fosfatasa 




Aunque no se sabe con detalle el modo de acción de la Hxk2, parece que su 
presencia es fundamental para que Reg1 se mantenga fosforilado puesto que, 
en cepas mutantes ∆ hxk2 no se puede detectar Reg1 fosforilada. En ausencia 
de la Hxk2, Reg1 es desfosforilada por Glc7 y esta forma desfosforilada de 
Reg1 no es capaz de dirigir a Glc7 hacia Snf1 para desfosforilarla, de manera 
que el complejo quinasa SNF1 se mantiene en un estado permanentemente 
fosforilado y activo, incluso en presencia de glucosa. Además, la función de 
Hxk2 parece estar mediada por Reg1, ya que la sobreexpresión de Reg1 
complementa la deficiencia de un mutante Δhxk2. Esto podría deberse a que 
en la fosforilación de Reg1 por Snf1 es necesaria la presencia de Hxk2, o con 
mayor probabilidad, que la presencia de Hxk2 protege a Reg1 de ser 
desfosforilada por Glc7 (Sanz, Alms et al. 2000). Igual que ocurre con Reg1, la 
Hxk2 también se fosforila en condiciones de ayuno de glucosa y es 
desfosforilada por el complejo Glc7-Reg1 en respuesta a glucosa (Randez-Gil, 
Sanz et al. 1998; Alms, Sanz et al. 1999).  
 
El complejo SNF1 tiene un papel crucial en la integración metabólica en 
levaduras, y existen evidencias de que su actividad está regulada por múltiples 
mecanismos. Para comprender la complejidad de dicha regulación resulta 
necesario identificar todas las proteínas que interaccionan con la quinasa. 
Entre las proteínas que interaccionan con Snf1 y participan en esta regulación 
se han descrito Sip5 y Ssb1. La primera es una proteína que parece facilitar la 
interacción entre Reg1-Glc7 y la quinasa Snf1 cuando la glucosa es limitante. 
Sip5 interacciona tanto con Reg1 como con Snf1, no siendo necesaria la 
presencia de Glc7 para la interacción con Reg1 (Sanz, Ludin et al. 2000). Por 
otro lado, se ha descrito la necesidad de que la chaperona Ssb (Hsp70) esté 
presente para que Snf1 se mantenga en un estado desfosforilado en presencia 
de glucosa (von Plehwe, Berndt et al. 2009). 
 
Todavía quedan muchos puntos por resolver en la regulación del complejo 
SNF1 por glucosa, pero sin duda, el estudio de la regulación de dicho complejo 
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en levaduras es clave para dilucidar los mecanismos de regulación de AMPK 
por glucosa en mamíferos. 
 
5. AMPK y glucosa  
 
Como se ha comentado anteriormente, la homeostasis de la glucosa es de 
enorme importancia para la supervivencia. El complejo AMPK es una pieza 
clave en la regulación del metabolismo glucídico a nivel de todo el organismo, y 
coordina para ello las acciones de múltiples tejidos periféricos, como son el 
músculo esquelético, el hígado, el tejido adiposo y las células β pancreáticas 
(Figura 7). En músculo esquelético, la activación de AMPK aumenta la toma de 
glucosa y la oxidación lipídica. En hígado, la activación de AMPK inhibe la 
síntesis tanto de glucosa como de lípidos. La lipólisis y lipogénesis en tejido 
adiposo también se ven reducidos como consecuencia de la activación de 
AMPK. En consecuencia, la activación de AMPK en músculo esquelético, 
hígado y tejido adiposo, genera un entorno metabólico favorable para la 
prevención o el tratamiento de la diabetes tipo 2 (Long y Zierath 2006). De 
hecho, la metformina, una de las drogas de elección más comúnmente 
utilizadas para el tratamiento de la diabetes tipo 2 produce su efecto 
hipoglucémico activando a AMPK y reduciendo significativamente la producción 
hepática de glucosa. La activación de AMPK en células pancreáticas está 
asociada con una disminución en la secreción de insulina, lo que evita la 
hipoglucemia durante el ayuno. 
 
A su vez, AMPK se regula por glucosa. Se ha descrito que la glucosa provoca 
una disminución de la actividad y del estado de fosforilación del complejo en el 
residuo Thr172 de la subunidad catalítica α. Esto se ha observado en distintos 
tejidos de mamífero y tipos celulares como células β pancreáticas (Salt, Celler 
et al. 1998; da Silva Xavier, Leclerc et al. 2000), músculo esquelético (Itani, 
Saha et al. 2003), neuronas (Mountjoy, Bailey et al. 2007) y adipocitos 
primarios (Djouder, Tuerk et al. 2010). 
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En este trabajo nos hemos centrado en el estudio de la regulación de AMPK en 
células β pancreáticas, por lo que a continuación, describiremos algunos 
aspectos del metabolismo de dichas células y su regulación. 
 
 
Figura 7. Regulación de la homeostasis de la glucosa por AMPK a nivel de todo el organismo. 
Adaptado de (Long y Zierath 2006). 
 
 
6. Las células β pancreáticas 
 
6.1. Metabolismo de las células β pancreáticas 
 
En mamíferos, los niveles de glucosa en sangre se mantienen dentro de un 
estrecho rango de concentraciones gracias al balance entre su 
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almacenamiento y su gasto, controlado principalmente por el páncreas. La 
unidad endocrina del páncreas es el islote de Langerhans, compuesto 
principalmente por las células α, β, δ y PP, las cuales secretan glucagón, 
insulina, somatostatina y polipéptido pancreático respectivamente. Mientras 
que las células α liberan glucagón en condiciones de hipoglucemia, las β 
secretan insulina a elevadas concentraciones de glucosa. La secreción 
hormonal de ambas, α y β, puede ser a su vez inhibida por la somatostatina.  
 
En islotes de rata o ratón, la población mayoritaria está compuesta por las 
células β, que suponen un 65-80% del total celular. Las células α (15-20%), las 
δ (± 10%) y las PP (<1%) aparecen distribuidas por la periferia a diferencia de 












Figura 8. Organización de un islote de Langerhans en ratón.  
Adaptada del Beta Cell Biology Consortium: www.betacell.org 
 
La insulina es secretada por la células β pancreáticas en respuesta a la subida 
en los niveles de glucosa en sangre y son, por tanto, células sensoras de 
glucemia encargadas de amplificar esta señal hasta llegar a la secreción 
bifásica de la hormona. En primer lugar, la glucosa es transportada al interior 
de la célula por el transportador de baja afinidad de tipo 2 (GLUT2) (Newgard y 
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McGarry 1995) (Figura 9). La glucosa es rápidamente fosforilada por la 
glucoquinasa (GK) a glucosa-6-fosfato (G6P), siendo este un paso 
determinante en el inicio de la ruta glucolítica. La GK es considerada “el 
sensor” de glucosa de las células β pancreáticas (Matschinsky 1990). Una vez 
fosforilada, la glucosa es metabolizada por glicólisis para producir piruvato, 
NADH y ATP. Las células β pancreáticas expresan bajos niveles de lactato 
deshidrogenasa, enzima responsable de la conversión del piruvato en lactato, 
lo que evita que este salga de la mitocondria (Zhao, Wilson et al. 2001). La 
entrada de piruvato en la mitocondria produce un aumento en la relación de 
ATP:ADP en la célula (Malaisse y Sener 1987), lo que provoca el cierre de los 
canales de K+ sensibles a ATP (Ashcroft y Ashcroft 1990). Estos canales están 
constituidos por dos subunidades: Sur1 y Kir6.2. Su cierre provoca la 
despolarización de la membrana, lo que lleva a la apertura de los canales de 
Ca+2 dependientes de voltaje (VDCCs) de tipo L. En consecuencia, un flujo de 
Ca+2 extracelular entra masivamente en la célula. La entrada de Ca+2 es lo que 
provoca la exocitosis pulsátil de insulina y ésta estimula la captación de glucosa 
en otros tejidos como el hígado, el tejido adiposo y el músculo esquelético. El 
Ca+2 estimula la fusión a la membrana del conjunto de los gránulos de insulina 
listos para ser liberados que se encuentran pre-anclados a ella. Se piensa que 
esto es lo que ocurre en lo que se conoce como la “primera fase” de la 
secreción de insulina que tiene lugar a los 2-5 minutos tras la subida de niveles 
de glucosa (Grodsky, Curry et al. 1969). En una segunda fase de la secreción, 
los gránulos de reserva son transportados hacia la membrana plasmática a 
través de los microtúbulos. Los mecanismos por los que las vesículas de 
insulina se aproximan y se fusionan con la membrana plasmática no están del 
todo claros. Sin embargo, es un tema de considerable interés puesto que 
defectos en dichos procesos pueden contribuir al desarrollo de la diabetes de 
tipo 2 (Rutter y Hill 2006). AMPK tiene un papel importante en el control de este 





















Figura 9. Secreción de insulina por glucosa en células β pancreáticas. 
GLUT2, transportador de baja afinidad de tipo 2. 
 
 
6.2. Glucoquinasa en células β pancreáticas 
 
En células de mamífero se ha descrito la existencia de cuatro enzimas 
fosforiladoras de glucosa (hexoquinasas I a IV). Las tres primeras isoenzimas, 
(I-III) son muy similares entre sí, en términos de afinidad por glucosa (Km 0,1 
mM), tamaño molecular (aprox. 100 kDa) e inhibición alostérica por producto de 
reacción (glucosa-6P). Sin embargo, la hexoquinasa IV muestra baja afinidad 
por glucosa (Km 5-10 mM), menor tamaño molecular (~ 52 kDa) y no está 





Es de interés señalar la elevada similitud que existe entre la Hxk2 de levaduras 
y la hexokinasa IV de células pancreáticas, también llamada glucoquinasa B 
(GK). En células β pancreáticas, la GK tiene un papel crucial en la señalización 
por glucosa, siendo la enzima mayoritaria que fosforila dicho azúcar (Ishihara, 
Asano et al. 1993) y por ello considerada “el sensor” de glucosa en estas 
células (Matschinsky 1990). La GK es muy similar a la Hxk2 de levadura en 
términos de tamaño molecular y ausencia de regulación alostérica por glucosa-
6P. Además de presentar un 33% de identidad de secuencia y un 54% de 
similitud, la sobreexpresión heteróloga de GK pancreática restablece los 
efectos de inducción (HXT1) y represión (SUC2) de los mutantes Δhxk2 de 
levadura. La expresión heteróloga de GK en levaduras es capaz de regular la 
actividad de la proteína quinasa Snf1, en respuesta a glucosa, facilitando la 
interacción entre Snf4 y Snf1, así como la fosforilación de Reg1, en situaciones 
de ayuno de glucosa (Mayordomo y Sanz 2001). 
 
En células β pancreáticas MIN6, la GK se encuentra principalmente localizada 
en dos compartimentos: en el citoplasma y en los gránulos de insulina, aunque 
no hay evidencia de que tengan lugar cambios en la distribución de la GK entre 
el citoplasma y los gránulos durante la incubación de las células con glucosa 
(Stubbs, Aiston et al. 2000), como ocurre con la isoforma hepática. En 
hepatocitos, la GK está asociada a la proteína reguladora de 68kDa, GRP68, 
que la retiene en el núcleo. En estas células, la disociación de la GK de la 
proteína reguladora se induce por glucosa y por precursores de ésta, como la 
fructosa 1 fosfato (F1P). Esto lleva consigo la translocación de la GK y la 
proteína reguladora del núcleo al citoplasma. Dicho mecanismo, además de 
explicar el alto control de la GK hepática sobre el metabolismo de la glucosa, la 
protege de la degradación. Sin embargo, no se ha encontrado hasta el 
momento ninguna proteína reguladora de la GK en células β pancreáticas, 
(Ishihara, Asano et al. 1993) por lo que la regulación de la GK en estas células 
es un tema sin resolver hasta el momento. También en hígado se ha descrito 
que la glucoquinasa y la proteína BAD residen en un complejo mitocondrial 
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integrador del metabolismo de la glucosa y la apoptosis. Dicho complejo está 
regulado por la fosforilación de la proteína BAD dependiente de glucosa, y a su 
vez, dicha fosforilación participa en la regulación de la glucoquinasa (Danial 
2003). Cabría por tanto la posibilidad de que proteínas mitocondriales como 
BAD desempeñen también un papel en la regulación de la glucoquinasa en 
células beta pancreáticas. 
 
6.3. AMPK en células β pancreáticas 
 
Se ha observado que, así como el tratamiento con inhibidores de AMPK 
aumenta la secreción de insulina (da Silva Xavier, Leclerc et al. 2003), la 
expresión de un mutante de AMPK constitutivamente activo inhibe el 
movimiento de los gránulos de insulina estimulado por glucosa (Tsuboi, da 
Silva Xavier et al. 2003). Todo esto presenta a AMPK como un regulador 
negativo del reclutamiento de gránulos de insulina y de su posterior secreción. 
Sin embargo, las dianas sobre las que AMPK actúa todavía no están definidas. 
 
Un dato importante a tener en cuenta en la implicación de AMPK en la 
secreción de insulina en células β pancreáticas es el tipo de complejo que 
predomina en ellas. Experimentos de inmunoreactividad en células β 
pancreáticas de tipo MIN6 (“Mouse Insulinoma 6”) han demostrado que la 
isoforma predominante de AMPK en ellas es la α1, que se encuentra 
únicamente en el citosol. La isoforma α2 se encuentra en menor proporción y 
puede observarse tanto en el núcleo como en el citosol. El bloqueo de la 
actividad de la isoforma α2, pero no de la α1, mimetiza los efectos de la 
glucosa en el aumento de la transcripción de la pre-proinsulina y de otros 
genes regulados por glucosa (da Silva Xavier, Leclerc et al. 2000). Teniendo en 
cuenta que la activación de AMPK está asociada con una disminución tanto en 
la entrada de Ca+2 en la célula como en la secreción de insulina, todas estas 
observaciones son consistentes con la hipótesis de que la isoforma α1 
desempeñaría un papel en el control de la actividad electrofisiológica o la 
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homeostasis del Ca+2 en las células β pancreáticas o en otros tipos celulares 
(da Silva Xavier, Leclerc et al. 2003; Tsuboi, da Silva Xavier et al. 2003). De 
hecho, existen otras investigaciones interesantes que refuerzan la existencia de 
regulaciones distintas para cada una de las isoformas. Por ejemplo, la 
modulación de AMPK ante el estímulo de la leptina. En músculo esquelético, la 
leptina aumenta la actividad de AMPK (Minokoshi y Kahn 2003), donde la 
isoforma predominante es α2, mientras que en células β pancreáticas primarias 
no lo hace (Leclerc, Woltersdorf et al. 2004; Rutter y Leclerc 2009), apoyando 
la hipótesis de que α1 y α2 tienen funciones distintas (Schimmack, Defronzo et 
al. 2006). Este hecho debería considerarse en el estudio del mecanismo de 
acción de AMPK en la secreción de insulina. 
 
Se conocen muchas proteínas que poseen el sitio consenso de fosforilación de 
AMPK [5h(b/X)XX(S/T)XXX+4h], donde h es un aminoácido hidrofóbico y b, un 
aminoácido cargado negativamente (Hardie y Carling 1997). Sin embargo, sólo 
una pequeña proporción de ellas son fosforiladas in vivo. Por ello, es de gran 
interés conocer qué proteínas son realmente susceptibles de ser fosforiladas 
por AMPK in vivo en células β pancreáticas y que, a su vez participen en la 
secreción de insulina por glucosa. Entre las proteínas que contienen sitios de 
fosforilación por AMPK se encuentran proteínas motoras de quinesinas, de 
miosina, la sintaxina, los canales de K+ sensibles a ATP y los canales de Ca+2 
dependientes  de voltaje (Figura 10). La activación de AMPK podría llevar, por 
un lado, a la activación de los canales de K+ sensibles a ATP, causando una 
disminución en los niveles de Ca+2 intracelulares (da Silva Xavier, Leclerc et al. 
2003). Por otro lado, la fosforilación tanto de la quinesina, la miosina o la 
sintaxina, podrían afectar al tráfico de vesículas hacia la superficie celular y a 
su fusión. 
 
En cuanto a la acción de AMPK sobre los canales de K+, estudios de 
inmunofluorescencia y de biotinilización en células β pancreáticas han 
demostrado, que la falta de glucosa induce al aumento de los niveles de Kir6.2 
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en la membrana sin afectar a la cantidad total de la misma. Este incremento de 
los niveles de Kir6.2 en la superficie es inhibido por acción de un inhibidor de 
AMPK (Compuesto C), y también mediante el silenciamiento de AMPK. Los 
efectos de la falta de glucosa sobre los canales de K+ fueron mimetizados con 
un activador de AMPK. Es decir, que el canal de K+ está regulado por los 
niveles energéticos celulares a través de AMPK (Lim, Park et al. 2009). Se ha 
descrito la fosforilación en la Ser385 de la subunidad Kir6.2 del canal por parte 
de AMPK, observada tras la activación de AMPK con rosiglitazona o AICAR. 
Sin embargo, la fosforilación de dicho residuo provocaba su cierre y en 
consecuencia, aumentaba la secreción de insulina, por lo que debe tratarse de 
un mecanismo distinto al de la secreción de insulina por glucosa (Chang, Chen 
















Figura 10.Representación esquemática del posible papel de AMPK en el control de la secreción de 
insulina.(1) La activación de AMPK provoca la activación de los canales de K+ sensibles a ATP 
(K+ATP) provocando la disminución de la entrada de Ca+2 en la célula (VDCC, canales de Ca+2 
dependientes de voltaje). La fosforilación de la quinesina (2), la miosina (3) o la sintaxina podrían 















Por otro lado, la proteína motora dependiente de ATP encargada del transporte 
de los gránulos de reserva hacia la membrana a través de los microtúbulos es 
la quinesina 5B (KIF5B) (Varadi, Tsuboi et al. 2003). Esta proteína contiene 
varias secuencias consenso de fosforilación por AMPK, y por este motivo se 
piensa que AMPK podría estar actuando sobre dicha proteína motora. Sin 
embargo, un trabajo reciente ha demostrado que los sitios de fosforilación por 
AMPK, Ser517 y Ser520, no afectan a la función motora de KIF5B (McDonald, 
Fogarty et al. 2010). 
 
Los microtúbulos transportan los gránulos desde el centro de la célula hasta el 
córtex, zona que rodea al interior de la membrana plasmática donde se 
agrupan los microfilamentos de actina. Por ello, los movimientos de corto 
alcance en las regiones corticales de las células que transportan a las 
vesículas unos cientos de nanómetros hasta la superficie de la célula parecen 
implicar más activamente a la F-actina, más abundante en esta zona (Nakata y 
Hirokawa 1992). El principal transportador de las vesículas a lo largo de estos 
filamentos son las proteínas motoras de miosina de tipo V (Miosina Va). En un 
trabajo de Varadi y col. (Varadi, Tsuboi et al.) se muestra la colocalización de la 
miosina Va con la insulina en células β pancreáticas MIN6 de una manera 
mucho más importante que con la mitocondria u otros marcadores. Además, la 
reducción de los niveles de miosina Va por RNAi o la sobreexpresión de un 
mutante dominante negativo de la misma provoca una disminución significativa 
tanto de la despolarización de la membrana como de la secreción de insulina 
dependiente de glucosa, demostrando el importante papel de la miosina Va en 
el reclutamiento de los gránulos de insulina hacia la superficie celular (Varadi, 
Tsuboi et al. 2005). 
 
Por tanto, AMPK parece actuar a muchos niveles en el control la secreción de 
insulina por glucosa pero todavía se requiere de muchos estudios que 
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permitirán elucidar los complejos mecanismos que llevan al control de todo el 
proceso. 
 
6.4. PKA en células β pancreáticas 
 
La entrada de Ca+2 inducida por glucosa activa varias quinasas en las células β 
pancreáticas, incluyendo a la proteína quinasa A dependiente de cAMP (PKA). 
El aumento de los niveles de [Ca+2]i activa a la adenilato ciclasa dependiente de 
Ca+2/calmodulina de tipo 3 (AC3) (Tian y Laychock 2001), enzima responsable 
de la producción de cAMP a partir de ATP. El aumento en los niveles de cAMP 
provoca la activación de PKA (Briaud, Lingohr et al. 2003). PKA está formada 
por dos subunidades reguladoras y dos catalíticas. Cuando se unen todas ellas 
formando un complejo tetramérico, la quinasa se encuentra inactiva. El cAMP 
activa a la quinasa uniéndose a las subunidades reguladoras que forman 
complejo con las catalíticas, permitiendo la liberación y activación de estas 
últimas (Figura 11). 
 
Estudios de imagen a tiempo real en células β pancreáticas secretoras de 
insulina MIN6, que permiten determinar simultáneamente el Ca+2 y el cAMP en 
cada célula aislada, han demostrado que ambas señales están perfectamente 
acopladas. La producción de cAMP tras el estímulo con moléculas secretoras 
depende de la entrada de Ca+2, actuando ambas señales de manera 
coordinada (Landa, Harbeck et al. 2005). 
 
Por otro lado, el péptido GLP-1 (“Glucagon Like Peptide”) producido por las 
células L del intestino, provoca el aumento de los niveles de cAMP y en 
consecuencia, la activación de PKA pero por activación de otro tipo de 
adenilato ciclasa, la de tipo 1 (AC1) (Thorens 1995), de modo independiente a 
la señalización por glucosa. En este caso, el ligando se une a un receptor de 
membrana acoplado a proteína G trimérica (αβγ). Al unirse la hormona, el 
receptor cambia su conformación e interacciona con la subunidad βγ de la 
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proteína G permitiendo que la subunidad α intercambie el GDP unido por GTP. 
La disociación de GDP provoca la separación entre la subunidad α y la 
subunidad βγ de la proteína G con lo que en la superficie de la subunidad α de 
la proteína G se origina un sitio de unión para la interacción con la adenilato 
ciclasa. La subunidad a se une a la adenilato ciclasa de tipo 1 y activa el centro 
catalítico, de modo que el ATP es convertido en cAMP. 
 
Se cree que PKA tiene un papel fundamental en el periodo inicial (~250 s) de la 
primera fase (2-5 min) de la exocitosis de insulina inducida por glucosa. En esta 
fase, no sólo el cAMP sino también la glucosa, parecen imprescincibles para 
que tenga lugar la secreción de insulina. Es decir, se requiere además del 
cAMP de algún factor citosólico generado a partir de la glucosa que estimule 
las acciones de PKA (Hatakeyama, Kishimoto et al. 2006). Entre las múltiples 
dianas de PKA se encuentra el factor de transcripción CREB (“cAMP-
Responsive Element Binding Protein”), cuya activación se requiere para el 
mantenimiento de la homeostasis de la glucosa y para la supervivencia de las 
células del islote, puesto que regula la expresión de muchos genes de células β 
(Jhala, Canettieri et al. 2003). La fosforilación de CREB inducida por glucosa es 
dependiente de PKA, pero cuando las células están expuestas a una larga 
hiperglucemia (24 h), el contenido en CREB disminuye hasta un 50% y esto 
afecta de manera importante al deterioro funcional de la célula (Costes, 






Figura 11. Mecanismos de activación de PKA en células β pancreáticas. 
AC, adenilato ciclasa; PKA, proteína quinasa A activada por cAMP, Proteína G trimérica (αβγ), R, 




6.5.  Las células β pancreáticas de ratón MIN6 
 
Existe un número elevado de líneas celulares de origen β pancreático descritas 
en la literatura, incluyendo RIN-38, HIT-T15, INS-1, BTC6, BTC y HC9. Sin 
embargo, las células β pancreáticas de ratón MIN6 son un ejemplo excepcional 
de línea celular transformada que conserva la mayor parte de características 
fisiológicas relevantes de las células β pancreáticas normales, incluyendo una 
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respuesta GSIS (sensibilidad a la secreción de insulina inducida por glucosa) 
comparable a la de islotes de ratón normales en cultivo. Las células MIN6 
presentan además la misma sensibilidad a la secreción de insulina inducida por 
glucosa que los islotes β pancreáticos, con la ventaja de no ser tan 
heterogéneos como estos y responder de una manera sincronizada y fisiológica 
a cambios en la concentración de glucosa. Por eso, las células MIN6 son 
especialmente útiles para estudiar los mecanismos moleculares mediante los 
que las células β regulan la secreción de insulina en respuesta a 
concentraciones de glucosa extracelulares (Miyazaki, Araki et al. 1990). Estos 
efectos son reproducibles hasta un máximo de 30 pases, a partir de los cuales, 
estas células dejan de responder a glucosa y sufren un cambio, tanto 
morfológico y de crecimiento, como de expresión génica. Muchos trabajos han 
investigado los mecanismos que llevan a estas células a la pérdida de la GSIS 
dada la enorme importancia que supondría el desarrollo de una terapia celular 
para el tratamiento de la diabetes de tipo 1 (O'Driscoll, Gammell et al. 2006). 
 
En células que han perdido la respuesta GSIS (más de 30 pases) se ha 
observado cómo la expresión de la GK (Minami, Yano et al. 2000), entre otras 
muchas proteínas, se encuentra disminuida, mientras que la de otras como la 
CaMKKII (Lilla, Webb et al. 2003) y la proteína fosfatasa PP1β (Dowling, 
O'Driscoll et al. 2006) están sobreexpresadas. Sin embargo, la expresión de 
GLUT2 no parece verse alterada (Minami, Yano et al. 2000). Por el contrario, 
según el trabajo de Lilla y col. no hay cambios en la expresión de ninguna de 
las proteínas anteriormente mencionadas (Lilla, Webb et al. 2003). Otras 
proteínas cuya expresión se ve disminuida al mismo tiempo que se pierde la 
respuesta son proteínas del retículo endoplásmico  relacionadas con el estrés 
oxidativo. Es el caso, por ejemplo, de la proteína GRP78 (Dowling, O'Driscoll et 
al. 2006), también conocida como BiP ó HSPA5, perteneciente a la familia de 
las proteínas de choque térmico de 70 kDa, Hsp70. Como veremos más 
adelante, GRP78 es una de las subunidades reguladoras de PP1 que 




Es importante señalar, que todos estos estudios coinciden en que tanto si las 
células responden o no a glucosa, en ambas situaciones el contenido total de 
insulina es el mismo y el fallo que se produce es debido a un problema en la 
secreción de los gránulos de insulina.  
 
7. La proteína fosfatasa de tipo 1 (PP1) y sus subunidades reguladoras 
 
7.1. La subunidad catalítica de PP1 (PP1c) 
 
La enzima fosfatasa PP1 es un miembro clave de la familia de las 
serina/treonina fosfatasas denominadas PPPs. Esta familia incluye además, las 
subfamilias PP2A, PP2B, PP4, PP6, PP5 y PP7 (Barford, Das et al. 1998), 
todas ellas con una subunidad catalítica de estructura similar. 
 
En mamíferos existen tres genes diferentes (PPP1CA, PPP1CB y PPP1CC) 
que codifican para 3 isoformas distintas de PP1 denominadas PP1α, PP1β, 
PP1γ. El procesamiento alternativo del gen PPP1CC da lugar a las isoformas 
PP1 γ1 y PP1 γ2. A diferencia de la isoforma PP1 γ2, que se expresa 
predominantemente en testículos y cerebro, las otras isoformas se expresan en 
todos los tejidos de mamíferos (Sasaki, Shima et al. 1990). Las cuatro 
isoformas comparten una estructura primaria de 260 aminoácidos, 
prácticamente idéntica, y las diferencias se limitan a sus extremos N y C 
terminales. Las isoformas de PP1 están muy conservadas entre especies, 
manteniéndose invariables varios sitios críticos que demuestran una función y 
regulación altamente conservada (Figura 12A). La isoformas de PP1 muestran 
distinta localización subcelular y expresión tisular. 
 
La estructura tridimensional de PP1 es la de un núcleo elíptico con la cadena 
polipeptídica plegada en 10 hélices α y 3 láminas β (Figura 12B). El centro de 
la molécula está compuesto por dos láminas β empaquetadas de forma 
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paralela formando una estructura de tipo sándwich β. El sitio catalítico se 
localiza en el sitio de unión de una hendidura en forma de Y, en la superficie de 
la molécula. Los 3 brazos Y se conocen como los canales hidrofóbico, acídico y 
C terminal. Los aminoácidos invariables presentes en la parte central del 
sándwich β interaccionan con dos iones metálicos formando un centro 
binuclear metálico que cataliza la reacción enzimática en una sola etapa, 
implicando a una molécula de agua activa por átomo metálico (Egloff, Cohen et 
al. 1995). 
 
El lazo β12-β13 protuberante que separa los canales acídico y C terminal 
contiene una secuencia de aminoácidos no conservada. Esta región determina 
la especificidad de toxinas (ácido ocadaico, microcistina, caliculina A o 
tautomicina) y de inhibidores endógenos como el inhibidor 1, el inhibidor 2 y 
NIPP1 (Connor, Kleeman et al. 1999). 
 
En células en división, PP1c es inactivada mediante fosforilación mientras que, 
en células en reposo, PP1c se mantiene activa gracias a las interacciones que 









Figura 12. Estructura de la subunidad catalítica de PP1c. 




7.2. Subunidades reguladoras de PP1c 
 
La subunidad catalítica de PP1 no se encuentra como monómero libre activo 
en la célula sino que debe formar holoenzimas con una o dos proteínas 
reguladoras que la dirigen a sus sustratos para ejercer su función. Se ha 
descrito un amplio número de subunidades reguladoras distintas con las que 
PP1 puede asociarse (Bollen, Peti et al. 2010), las cuales pueden clasificarse 
en tres grupos: 1) Moduladores de la actividad enzimática, 2) Proteínas 
localizadoras-especificadoras de sustrato y 3) Sustratos (Bollen 2001). 
 
Dentro del primer grupo se incluyen las proteínas típicamente inhibidoras, como 
el inhibidor 1, DARPP-32, el inhibidor 2 y CPI-17. Los inhibidores bloquean la 
actividad de PP1 frente a todos los sustratos, bien induciendo cambios 
conformacionales ó uniéndose al sitio catalítico como pseudo-sustratos. Las 
proteínas localizadoras-especificadoras de sustrato pueden aumentar la 
actividad fosfatasa hacia algunos sustratos y/o disminuirla frente a otros. Por 
último, los sustratos, que son proteínas modificadas por PP1.  
 
Las subunidades reguladoras de PP1 son muy heterogéneas estructuralmente. 
Por ello, para poder explicar cómo tantas proteínas y tan diferentes son 
capaces de unirse a PP1c, se ha propuesto la existencia de motivos de 
secuencia de aminoácidos, tanto en la secuencia catalítica como en las 
reguladoras, que funcionan como sitios de unión múltiple que pueden ser 
compartidos por diferentes moduladores (Bollen 2001). 
 
El motivo más conocido y abundante es el llamado [RVXF], en el que X 
representa cualquier residuo, y que se encuentra en la mayoría de los 
moduladores de PP1 conocidos. Los residuos hidrofóbicos que se unen al 
motivo RVXF de las subunidades reguladoras están muy conservados en las 
tres isoformas de PP1. Es interesante destacar que, con frecuencia, se 
encuentran residuos de treonina o serina en las proximidades del motivo 
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[RVXF] que pueden ser fosforilados in vivo, dando lugar a una disminución de 
la afinidad del motivo [RVXF] por PP1c. Además, al contrario de que lo que se 
pensaba inicialmente, existen fosfo-inhibidores y otros reguladores con el 
motivo RVXF que pueden unirse a PP1 simultáneamente formando 
heterotrímeros. Es el caso de I1-GADD34-PP1 (Connor, Weiser et al. 2001), de 
I2-Nek2-PP1 (Eto, Elliott et al. 2002) y de CPI-17-MYPT-PP1 (Terrak, Kerff et 
al. 2004). Asimismo, hay proteínas modulares que tienen varias secuencias 
[RVXF], lo que indica que pueden interaccionar con PP1 de diversas maneras. 
Es el caso de la aurora quinasa A (Katayama, Zhou et al. 2001) y del factor de 
procesamiento de mRNA SIPP1 (Llorian, Beullens et al. 2004), que contienen 
dos secuencias [RVXF]. 
 
Además del motivo [RVXF], la mayoría de los reguladores de PP1 contienen 
sitios de unión secundarios que regulan la especificidad de sustrato o actividad 
catalítica de PP1c, muchas veces situados próximos al motivo RVXF. Es 
interesante señalar, sin embargo, que algunos reguladores no tienen ningún 
motivo RVXF aunque tienen sitios de unión a PP1.  
 
7.3. Procesos celulares regulados por PP1 
 
PP1 participa en numerosas funciones celulares (Figura 13). El estudio de 
todas las funciones en su conjunto ha llevado a Ceulemans y Bollen 
(Ceulemans y Bollen 2004) a proponer que, PP1 actúa fisiológicamente como 
un economizador celular y como un comando de reinicio tras la activación de 
determinados procesos celulares. Algunas de estas funciones específicas de 







Figura 13: Funciones propuestas para PP1.  
 
 
7.4. Las subunidades reguladoras de PP1c de tipo G 
 
La fosfatasa PP1 desempeña un papel fundamental en la regulación del 
metabolismo de glucógeno a través de la desfosforilación de enzimas clave en 
dicho proceso como son, la glucógeno sintasa (activándola), la glucógeno 
fosforilasa (inhibiéndola) y la fosforilasa quinasa (inhibiéndola) (Bollen, 
Keppens et al. 1998; Roach 2002; Ferrer, Favre et al. 2003). La fosfatasa, 
como se ha dicho anteriormente, lleva a cabo esta función gracias a la 
asociación de la subunidad catalítica PP1c con subunidades reguladoras que la 
dirigen a los distintos sustratos. En el caso de la regulación de la síntesis de 
glucógeno estas subunidades han sido definidas como subunidades G. Hasta 
el momento, se han identificado y caracterizado cuatro de estas subunidades 
(GM, GL, R5 y R6) y tres más han sido definidas como posibles subunidades G 
(R3E, R3F y R3G).  
PP1
Reservas de glucógeno/ respuesta al 
agotamiento de nutrientes
(economizador de energía)




Reversión de la señalización por Ca+2
y receptores.
(transmisión nerviosa)







Las cuatro subunidades reguladoras más estudiadas son: GM (codificada por el 
gen PPP1R3A), que está presente tanto en músculo esquelético como en 
corazón; GL (PPP1R3B), que en roedores se encuentra exclusivamente en 
hígado y en humanos también en músculo esquelético; y R5 (PPP1R3C), de 
expresión mayoritariamente en músculo esquelético e hígado. La subunidad 
reguladora R6 (PPP1R3D) se ha estudiado muy poco, pero parece que se 
expresa predominantemente en músculo esquelético y cardíaco, placenta, 
riñón y páncreas (Armstrong, Browne et al. 1997; Doherty, Young et al. 1996; 
Printen, Brady et al. 1997). La subunidad GM de 124 kDa, es significativamente 
mayor que las otras de la familia, que tienen alrededor de 35 kDa. La parte 
menos conservada de GM (aa 287-final) participa en la localización de esta 
subunidad en el retículo sarcoplásmico (Hubbard y Cohen 1993). 
 
Todas las subunidades contienen la secuencia conservada [RVXF], a través de 
la que se unen a PP1c. Además, todas ellas poseen un dominio de unión a 
glucógeno y otro de unión a sustratos (Figura 14). A pesar de compartir estos 
dominios, ninguna de ellas comparte con las otras más de un 50% de similitud 
de secuencia. De hecho, cada una de estas subunidades está sujeta a un 
mecanismo distinto de regulación (Figura 15). Así, mientras la actividad de la 
subunidad GM está regulada negativamente por fosforilación mediada por PKA, 
la actividad de la subunidad GL está inhibida alostéricamente por unión de la 
glucógeno fosforilasa activada. En el caso de R5, AMPK es capaz de 
fosforilarla en la Ser8 y favorecer su degradación. De R6 se desconoce por 
completo su mecanismo de regulación (Bollen, Keppens et al. 1998; Roach 
2002; Ferrer, Favre et al. 2003). 
 
Cabe destacar por otro lado, que en experimentos de arrastre con partículas de 
glucógeno (“pull down”) se ha detectado la presencia de AMPK, co-
fraccionando con glucógeno sintasa y glucógeno fosforilasa (Polekhina, Gupta 
et al. 2003). La unión de AMPK a las partículas de glucógeno es posible, como 
se mencionó anteriormente, gracias al dominio GBD de unión a glucógeno 
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presente en la subunidad AMPKβ (Polekhina, Gupta et al. 2003). La presencia 
de AMPK en los gránulos de glucógeno aseguraría la proximidad entre AMPK y 






















Figura 14. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de las subunidades reguladoras G de 
humano. GL, R5, R6 y la parte N-terminal de GM (1-284). Se indican sobre la secuencia los 
dominios que comparten todas ellas como son el dominio de unión a PP1, RVXF, el dominio de 
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Recientemente en nuestro laboratorio se ha encontrado, mediante el análisis 
por doble híbrido, la interacción de las subunidades R5 y GL con el complejo 
AMPK (Vernia, Solaz-Fuster et al. 2009). Dado que la actividad del complejo 
SNF1 está regulada por Glc7 asociada a la subunidad reguladora Reg1 (Sanz, 
Alms et al. 2000), nos pareció importante conocer si la actividad del complejo 

































































El objetivo principal de la presente tesis doctoral es el estudio de la regulación 
por glucosa de la quinasa AMPK. Este objetivo está basado en la regulación de 
su ortólogo en levaduras, SNF1, por glucosa donde la fosfatasa Glc7 asociada 
a la subunidad Reg1, es la encargada de desfosforilar a SNF1 en condiciones 
de alta concentración de glucosa. 
 
Este objetivo general se subdivide en dos objetivos parciales: 
  
1)  Identificación de la fosfatasa/s encargada/s de desfosforilar e inactivar 
a AMPK en células de mamífero en presencia de glucosa. 
 
2) Estudio del papel de PKA en la fosforilación e inactivación de AMPK en 
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Ver Anexo 1. 
 




Las cepas utilizadas en este trabajo han sido DH5α y BL21-CodonPLus® (DE3)-
RIL (Stratagene), ambas de Escherichia coli (E.coli). La cepa DH5α (F- endA1 
glnV44 thi-1 relA1 gyrA96 deoR nupG lacZΔM15 hsdR17) se utilizó para la 
clonación y amplificación de los plásmidos mientras que la cepa BL21-
CodonPLus® (DE3)-RIL se utilizó para la expresión y posterior purificación de 
proteínas heterólogas. Esta última, además de un gen de resistencia al 
cloramfenicol, contiene copias extra de los genes argU, ileY y leu. Estos genes 
codifican tRNAs capaces de reconocer determinados codones (argU : 
AGA/AGG, ileY : AUA, leuW :CUA) que, en su defecto, podrían limitar la 
expresión de proteínas heterólogas en E.coli. 
 
Las bacterias se crecieron en medio LB (peptona 1%, extracto de levadura 
0.5% y NaCl 1% a pH a 7.5) a 37º C en agitación. Las DH5α transformadas se 
crecieron en LB suplementado con 100 µg/ml de ampicilina y en el caso de las 
BL21-CodonPLus® (DE3)-RIL, además de la ampicilina se les añadió 33 µg/ml 
de cloramfenicol. 
 
Las bacterias competentes se transformaron por electroporación a 1700 V. 
Tras recuperarse durante 1 hora en LB a 37 ºC, fueron sembradas en placas 
de LB con los antibióticos necesarios para la selección de los plásmidos.  
 




Las cepas utilizadas en esta tesis han sido CTY10.5d [MATα ade2 his3 leu2 
trp1 gal4 gal80 URA3::LexAop-lacZ], y CTY10.5 Δreg1:: URA3 (Sanz, Alms et 
al. 2000).  
 
Los cultivos de levadura se crecieron en medio rico YPD (peptona 2%, extracto 
de levadura 1% y glucosa 2% pH 6) ó en medio sintético completo (SC) a 30º C 
en agitación. El medio SC contiene YNB (Yeast Nitrogen Base, DifcoTM) al 
0.67% y una mezcla de aminoácidos al 0.095%. Con el fin de mantener la 
selección de los plásmidos, el medio se deplecionó de leucina, triptófano, 
histidina ó uracilo (Sanz, Alms et al. 2000). 
 
La transformación de levadura se realizó por el método de acetato de litio (Ito, 
Fukuda et al. 1983). Para ello, las levaduras se crecieron en YPD 2% glucosa 
hasta que alcanzaron una densidad óptica a 600 nm de entre 0.4 - 0.8 y se 
recogieron por centrifugación a 4000 rpm durante 5 min. Tras dos lavados con 
tampón TE-LiAc (acetato de litio 0.1 M pH 7.5, Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, 
pH 8), se resuspendieron en un volumen 1/100 del cultivo inicial con el mismo 
tampón TE-LiAc indicado antes. A 50 μl de esta suspensión celular se le 
añadieron 2 μl de DNA de esperma de salmón 100 mg/ml desnaturalizado 
(Sigma), 3-5μl de cada uno de los plásmidos y 300 μl de PEG-TE-LiAc (TE-LiAc 
con PEG al 40 %). Tras incubar las células a 30º C durante 30 min las células 
fueron sometidas a un choque térmico de 5 min a 42º C en presencia de DMSO 
al 10%. Tras dos lavados con agua estéril se sembraron las células en placas 
de SC sin los aminoácidos correspondientes a los plásmidos a seleccionar. Las 
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2.3- Cultivos celulares de mamíferos 
 
La línea celular utilizada en esta tesis ha sido la línea β-pancreática de ratón 
MIN6 (Mouse INsulinoma 6) cedida por el Profesor Jun-Ichi Miyazaki de la 
Universidad de Osaka, Japón (Miyazaki, Araki et al. 1990).  
 
Las células se crecieron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium) con 25 mM glucosa suplementado con un 15% de suero bovino fetal 
(FBS; Fetal Bovine Serum) , 2 mM de glutamina, 100 μM 2-mercaptoetanol, 
100 unidades/ml penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina en una atmósfera 
húmeda a 37º C con un 5% de CO2. Fueron utilizadas entre los pases 20 y 30. 
 
Las células fueron sembradas en placas de 60 mm (p.60), a razón de 1*106 de 
células por p.60, y crecidas durante 24 h antes de la transfección con 
LIPOFECTAMINA 2000TM. Se utilizó una mezcla de 4 µg de DNA con 5 μl de 
LIPOFECTAMINA 2000TM por cada p.60 siguiendo las instrucciones del 
proveedor. La mezcla de transfección se dejó actuar durante 4 horas. 
Transcurrido este tiempo, se lavaron las células con PBS 1X y fueron crecidas 
durante 24 h más en DMEM 25 mM glucosa. Dieciocho horas antes del 
tratamiento, se cambió de nuevo el medio por DMEM 3 mM glucosa 10% FBS. 
Las células fueron lavadas con PBS 1X y los tratamientos se hicieron 
incubando las células en tampón Krebs Ringer (KRB: 12.5 mM NaCl, 15 mM 
CaCl2, 0.5 mM KH2PO4, 3 mM KCl, 2.5 mM NaHCO3, 0.5 mM MgSO4, 10 mM 
HEPES, pH 7.4 95:5 O2/CO2) suplementado con 3 ó 25 mM glucosa durante los 
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3.- Vectores de expresión y construcciones 
 
3.1- Vectores de expresión y construcciones de bacterias 
 
La construcción que expresa GST-R6 fue obtenida a partir del pCDNA3.1-R6 
cedido por el Dr. Matthew S. Gentry de la Universidad de Kentucky, USA. El 
fragmento EcoRI /XhoI de R6 fue subclonado en el pGEX-6P-1 (GE healthcare) 
EcoRI /XhoI. 
 
3.2- Vectores de expresión y construcciones para levaduras 
 
Para las construcciones que expresan LexA-AMPKα1 y GAD-HA-AMPKα1, se 
obtuvo un fragmento EcoRI/SphI-Klenow a partir del pGBT9-AMPK-α1, cedido 
por el Dr. D. Carling del Imperial College de Londres y fue subclonado tanto en 
pBTM116- EcoRI/SmaI (Bartel y Fields 1995) como en pGADT7AD- 
EcoRI/SmaI (Clontech). 
 
El mutante LexA-β1G147R fue construido por mutagénesis dirigida a partir del 
plásmido pBTM116-AMPK β1 (Gimeno-Alcaniz y Sanz 2003) utilizando los 
oligos β1-1 (5’-CAGATGGTGAATTTTTAAGAGCGAGCTGTGGCTCGCCCAAT 
TATGC-3’) y β1-2 (5’-CATAATTGGGCGAGCCACAGCTCGCTCTTAAAAATTC 
ACCATCTG-3’). Las condiciones de la PCR, utilizando la Pfu Turbo® de 
Stratagene, fueron de 1 ciclo de 5 min a 95 ºC y 16 ciclos de 30 seg. a 95 ºC, 1 
min a 55 ºC y 6 min a 68 ºC. Tras digerir el producto de la PCR durante 1 hora 
con 1 μl de Dpn I a 37 ºC, se transformaron 3 μl de la digestión en DH5α. Las 
colonias fueron comprobadas por restricción y secuenciación. 
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Otros plásmidos que se han usado en este trabajo han sido; pBTM116-AMPK 
α2, pBTM116-AMPK β2, pEG202-AMPK γ1 (Gimeno-Alcaniz y Sanz 2003), 
pBTM-hPP1α (Lesage, Beullens et al. 2007), pACT2-Reg1 (Sanz, Alms et al. 
2000) y pACT2-GL (Vernia, Solaz-Fuster et al. 2009). 
 
3.3- Vectores de expresión y construcciones en mamíferos 
 
Para las construcciones de FLAG-R6  e HIS-R6 se generó, para ambos casos, 
un fragmento EcoRI/XhoI a partir del pCDNA3.1-R6 y se subclonó tanto en 
pFLAG-CMVTM-6c-EcoRI/SalI (Sigma) como en pCDNA4-HIS-MAXc- EcoRI 
/XhoI (Invitrogen). 
Las fusiones de FLAG-AMPKβ1 y FLAG-AMPKβ1G147R fueron obtenidas a 
partir de las construcciones pBTM116-AMPKβ1 y pBTM116-AMPKβ1G147R. 
Se subclonaron los fragmentos AMPKβ1 EcoRI/SalI y AMPKβ1G147R 
EcoRI/SalI en pFLAG-CMVTM-6c-EcoRI/SalI. 
Los plásmidos pCDNA3.1-myc-AMPKα1 S497A, S497D, S173A, S173D fueron 
cedidos por el Dr. Dietbert Neumann del Instituto de Biología Celular de Zurich, 
Suiza. 
 
4. Expresión y purificación de proteínas recombinantes 
 
4.1- Expresión y purificación de proteínas recombinantes en E.coli  
 
El cultivo de BL21(DE3)-RIL transformado con la construcción pGEX-6P-1-R6 
se creció en medio LB, suplementado con 100 µg/ml de ampicilina y 33 μg/ml 
de cloramfenicol, a 37º C en agitación hasta que alcanzó una DO600 de 0.5 
unidades. En ese momento se le añadió al cultivo 0.1 mM de (isopropil-1-tio-β-
D-galactopiranósido) IPTG y se dejó crecer a 25º C en agitación toda la noche. 
Al día siguiente, los cultivos se recogieron a 4000 rpm durante 5 min y se 
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resuspendieron en tampón de sonicación (Tris-HCl 50 mM pH 7.6, EDTA 0.2 
mM, NaCl 150 mM, glicerol 10%, TritonX-100 0.1%, DTT 1 mM, PMSF 1 mM y 
una mezcla de inhibidores de proteasas sin EDTA de Roche). Las células se 
lisaron con un total de 20 ciclos de sonicación de 15 segundos a 11 microns 
cada uno. Entre ciclo y ciclo las células se mantuvieron durante 1 min en hielo. 
El extracto se clarificó centrifugándolo 5 min a 5000 rpm y filtrándolo a 0.45 μm. 
Las proteínas de fusión se purificaron pasando los sobrenadantes por una 
columna de glutation-sefarosa (Amersham Bioscience) de 1 mL de volumen de 
lecho. Los ensayos de fosforilación se realizaron con la proteína de fusión 
unida a la resina de sefarosa. 
 
4.2- Obtención rápida de extractos celulares de levadura 
 
La preparación de extractos celulares se realizó a partir de un cultivo de células 
equivalente a 0.5 unidades de DO600. Esta cantidad de células se resuspendió 
en 100 μl de tampón de carga SB 2X (Tris-HCl 1M pH 6.8 125 mM, Glicerol 
20%, SDS 10%, azul de bromofenol 0.04 mg/ml, DTT 31 mg/ml) y se transfirió 
a tubos de rosca de 2 ml con 0,3 g de bolitas de vidrio (450 μm de diámetro). 
Su rotura se llevó a cabo mediante dos ciclos sucesivos de 3 min de ebullición 
y 30 seg de fuerte agitación con vórtex. Los extractos se almacenaron a -20º C 
hasta su procesamiento. 
 
4.3- Obtención de homogeneizados de células MIN6 
 
Las células MIN6, crecidas en monocapa, fueron lavadas una vez con PBS 1X 
y rápidamente congeladas en nitrógeno líquido. Las placas fueron procesadas 
una por una, añadiendo en primer lugar sobre ellas tampón de lisis frío. Este 
tampón contenía 10 mM Tris pH 7.4, 15 mM EDTA pH 8, 50 mM NaF, sacarosa 
0.6 M, 15 mM 2-mercaptoetanol, 15 mM Na2P2O7, una mezcla de inhibidores 
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de proteasas sin EDTA y 1 mM PMSF. Las células se recogieron en tampón de 
lisis con la ayuda de un rascador y fueron lisadas pasándolas por jeringas de 
24Gx5/8’’ 5 veces cada muestra.  
 
La concentración de proteína fue determinada por método Bradford, con el Bio-
Rad Bradford Protein Assay Reagent (BioRad). Los extractos fueron 
congelados a -20º C en tampón de carga hasta su uso.  
 
5.- Ensayo de doble híbrido: medida actividad β galactosidasa 
 
La cepa CTY10.5d fue cotransformada con parejas de plásmidos, uno de ellos 
conteniendo un dominio de unión al DNA (i.e LexA) fusionado a una de las 
proteínas de interés, denominada “cebo”, y el otro con la otra proteína de 
estudio unida a un dominio de activación (i.e GAD). A esta segunda proteína se 
la conoce como “presa”.  
 
La actividad β galactosidasa fue ensayada tanto en filtro como en líquido. Para 
los ensayos en filtro (Yang, Hubbard et al. 1992), se crecieron clones 
individuales en medio SC sólido con los requerimientos necesarios para 
mantener los plásmidos. Las células se transfirieron a un filtro de nitrocelulosa 
(Millipore) y se congelaron a -80º C para su permeabilización. A continuación, 
el filtro se puso en contacto con una solución de tampón Z (Na2HPO4 60mM, 
NaH2PO4 40mM, KCl 10 mM, MgSO4 1 mM y β-mercaptoetanol 2.7%) y 
sustrato artificial X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido, de 
Roche) 1 mg/ml. La reacción tuvo lugar a 30º C observándose la aparición de 
color azul con el tiempo.  
 
Los ensayos cuantitativos (Ludin, Jiang et al. 1998) se realizaron con la 
cantidad de células equivalente a 0.5 unidades de DO600. Esta cantidad de 
células fue resuspendida en 1 ml de tampón Z con 25 μl de SDS 0,1 % y 25 μl 
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de cloroformo. Como sustrato se añadieron 200 μl de ONPG (o-nitrofenil-β-D-
galactopiranósido, de SIGMA) 4 mg/ml. La reacción se incubó a 30º C y se 
detuvo con 500 μl de Na2CO3 1M. El color amarillo obtenido, resultado de la 
hidrólisis del ONPG por acción de la β-galactosidasa, se midió a 420 nm y se 
expresó en unidades Miller. 
 
En los casos en los que se ha medido la actividad β-galactosidasa en 
condiciones restrictivas de glucosa, los cultivos, tras alcanzar una DO600 de 0.5 
fueros lavados dos veces con agua estéril y crecidos durante 3 horas más en el 
mismo medio SC pero con sólo un 0.05 % de glucosa. Pasado ese tiempo se 
midió de nuevo la actividad β-galactosidasa.  
 
6.-Ensayo de complementación: medida de la actividad invertasa 
 
La cepa CTY10.5dΔreg1::URA3 fue transformada con los plásmidos pACT2-
Reg1, pACT2-GL, pGADT7-R6 y pACT2-∅. 
 
La enzima invertasa es producto del gen SUC2, que está positivamente 
regulado por SNF1. Por este motivo, la medida de la actividad invertasa resulta 
una valoración indirecta de la actividad de SNF1 en levaduras. La medida se 
realizó a partir de una cantidad de células equivalente a 0.5 unidades de una 
DO600. Esta cantidad de células se lavó 2 veces con Na azida 10 mM y fue 
resuspendida en 200 μl de Na azida 10 mM. A una cantidad concreta de estas 
células (50μl) se le añadió 100 μl de NaAcO 0,2 M pH 5.1 y 50 μl de sacarosa 
0.5 M. Las muestras se incubaron a 37º C durante 20 min La reacción se 
detuvo con 300 μl de K2PO4H 0.2 M y se transfirieron 50 μl a un tubo de vidrio 
con 200 μl de K2PO4H 0.2 M. Tras hervir las muestras durante 3 min, se 
atemperaron los tubos a 37º C para llevar a cabo la segunda reacción. Se 
añadió 1 ml de reactivo glucostat (tampón fosfato potásico 100 mM pH 7.0, 2.7 
unidades/mL de glucosa oxidasa, 2 unidades/mL de peroxidasa y 150 µg/mL de 
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o-dianisidina) y, pasados 30 min, se detuvo la reacción con 1 ml de HCl 6N. El 
resultado colorimétrico se leyó a 540 nm en un espectrofotómetro.  
 
7- Medida de secreción de insulina en células MIN6 
 
Para la medida de secreción de insulina, las células fueron incubadas durante 
5, 15, 30 y 60 min en tampón Krebs Ringer con 3 ó 25 mM de glucosa. El 
sobrenadante fue retirado a los distintos tiempos y rápidamente congelado en 
nitrógeno líquido para la posterior medida de insulina en cada uno de ellos. 
Para la medida de insulina se utilizó un kit comercial (ELISA) de Mercodia 
siguiendo las instrucciones del proveedor. Este kit consiste en un 
inmunoensayo enzimático basado en la unión de dos anticuerpos 
monoclonales dirigidos contra dos antígenos separados de la molécula de 
insulina. Durante la incubación, la insulina reacciona por un lado con los 
anticuerpos anti-insulina conjugados a la peroxidasa (HRP) y por otro, con los 
anticuerpos anti-insulina unidos a la placa de microtitulación. Un simple paso 
de lavado elimina el anticuerpo marcado que no se ha unido y así, el conjugado 
que ha quedado unido a los pocillos de la placa, se detecta por reacción con el 
TBM (3, 3’, 5, 5’-tetrametilbenzidina). La reacción se para añadiendo ácido, en 
este caso H2SO4 0.5 M, y el resultado (colorimétrico) es leído en un 
espectrofótometro a 450 nm. 
 
8. Análisis de proteínas por Western Blot  
 
Los extractos de proteínas se analizaron por SDS-PAGE en geles del 10%, 
acrilamida de 1.5 mm de grosor. Dependiendo de las proteínas a detectar, se 
cargaron entre 15 y 30 μg de proteína y se transfirieron a una membrana de 
PVDF (Millipore) durante 1.5 h a 100 V. El bloqueo se hizo con 5 % de leche 
desnatada en TBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente. La 
inmunodetección se hizo: incubando el anticuerpo primario O.N. a 4º C ó 
durante 1 h a temperatura ambiente en el caso de los anticuerpos primarios 
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conjugados a HRP. Tras 3 lavados con TBS-T de 10 min cada uno, se 
incubaron con su correspondiente anticuerpo secundario conjugado a HRP. 
Después de lavarlos 3 veces con TBS-T, las membranas se revelaron con ECL 
plus (Amersham Bioscience) y se procesaron con un equipo FUJI LAS3000 
(Fujifilm). 
 
Los anticuerpos anti-AMPKα, anti-p-AMPKαThr172, anti-AMPKβ1/β2 proceden 
de Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA). El anti-PP1α (C-19), anti-
PP1γ (C-19), anti-PP2Cα/β (H-300) y anti-PP2A (C-20) de Santa Cruz 
Biotechnology, Inc. Anti-PP1β se obtuvo de Sigma (St. Louis, MO, USA) y anti-
p-CREB de Millipore Upstate (Temecula, CA). El anticuerpo anti-glucoquinasa 
fue cedido por el Dr. J.Guinovart del Instituto de Investigación en Biomedicina 
de Barcelona. El anti-p-AMPKαSer173 y anti-p-AMPKαSer497 fueron cedidos 
por el Dr. Dietbert Neumann del Instituto de Biología Celular de Zurich (Suiza). 
Los anticuerpos secundarios fueron de Santa Cruz Biotechnology. 
 
9. Ensayo de desfosforiladión de AMPK “in vitro”  
 
Se utilizaron como sustrato 0.72 μg de complejo heterotrimérico de AMPK 
α1/β1/γ1 fosforilado por LKB1. La fosforilación se consiguió por coexpresión de 
AMPK α1/β1/γ1 con LKB1 en bacteria y posterior purificación del complejo 
(Djouder, Tuerk et al. 2010).  El ensayo de desfosforilación se llevó a cabo 
añadiendo 40 nM de PP1c purificada a partir de músculo esquelético de conejo, 
cedida por el Dr. Mathieu Bollen, HIS-PP2Cα (purificada a partir de bacterias, 
cedida por el Dr. Dietbert Neumann) y PP2Ac de riñón bovino (Sigma) en un 
volumen final de 30 μl de tampón Tris HCl pH 7.5. En el tampón de reacción de 
PP2C se añadieron además 20 mM de MgCl2 como cofactor. La reacción se 
incubó a 30º C durante 1 hora y fue detenida mediante la adición de tampón de 
carga y por desnaturalización a 100º C durante 3 min La desfosforilación fue 
analizada por western blot utilizando anticuerpos contra p-AMPK- αThr172 y 
AMPK-α total. 
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10. Actividad fosfatasa de PP1 con verde de malaquita 
 
La actividad proteín fosfatasa de PP1 también se midió utilizando un kit de 
molibdato verde de malaquita (Upstate). Este ensayo está basado en la 
determinación del Pi liberado por acción de la fosfatasa sobre un fosfopéptido 
sintético (K-R-pT-I-R-R). El fosfato liberado forma complejos con la malaquita y 
el molibdato dando un color verde medible en un espectrofotómetro a 650-660 
nm. 
 
11. Silenciamiento con RNAi de interferencia 
 
Se diseñaron dos oligos diferentes para cada uno de los genes diana a ser 
silenciados como se indica en la Tabla 1 (Ambion. Austin, TX, USA). Las 
células se transfectaron en paralelo con una mezcla de siRNA inespecífico 
como control negativo. Las células a una confluencia del 70 %, se transfectaron 
con 100 nM de cada siRNA específico. La mezcla de oligos y 
LIPOFECTAMINA 2000TM (100 nM oligos y 5 μl de LIPOFECTAMINA 2000TM 
por cada p.60) fue añadida sobre las células previamente lavadas con PBS 1X. 
Tras 4 horas de incubación a 37º C, se cambió el medio y se mantuvieron en 
condiciones de crecimiento normales hasta su tratamiento. 
 
12. PCR cuantitativa 
 
Las células MIN6, congeladas a -80º C, fueron homogeneizadas en 800 μl de 
TRIPURE (Roche). El RNA total fue aislado mediante una separación de fases 
con cloroformo, precipitando a continuación el RNA de la fase superior con 
isopropanol. Centrifugando, lavando el pellet con etanol 70%-DEPC y 
resuspendiéndolo en agua-DEPC, se obtuvo un RNA cuya integridad fue 
verificada por electroforesis en un gel de agarosa desnaturalizante. La primera 
cadena de cDNA fue sintetizada a partir de 1 µg de RNA total, utilizando 50 
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pmoles de hexámeros aleatorios, 15 mU de transcriptasa reversa Expand 
(Roche), DTT 10 mM, de dNTPs 1 mM y 0.5 U de RNasa. La reacción fue de 
10 min a 30 ºC y 45 min más a 42 ºC. El cDNA, producto de dicha reacción, fue 
utilizado como molde para la PCR cuantitativa. Los oligos y sondas 
fluorogénicas TaqMan de cada uno de los genes fue diseñada utilizando el 
servicio Universal probe library (Roche http://www.roche-applied-
science.com/sis/rtpcr/upl/ezhome.html). Las sondas fueron sintetizadas con un 
reportero marcado con el fluoróforo 6-FAM (6-carboxyfluorescein) unido 
covalentemente a este en extremo final 5’. y un fluoróforo quencher  TAMRA  
(6-carboxy-tetramethyl-rhodamine) en el extremo 3’ al final de la sonda. La 
Tabla 2 indica los oligos y sondas utilizadas en cada caso. Cada PCR se llevó 
a cabo en un volumen final de 25 μl de PCR Master Mix (Applied Biosystems), 
conteniendo 200 nM de cada primer y 40 nM de cada sonda fluorescente 
específica. Las condiciones de cada ciclo fueron de 20 s a 95° C para una 
desnaturalización inicial, seguida de 35 ciclos a 95° C durante 3 s y 30 s a 60° 
C en un sistema de 7500 Fast Real-time PCR (Applied biosystems). Como 
estándar interno se utilizó el gen GAPDH. Cada reacción fue hecha por 
duplicado. La cantidad relativa de cada RNA mensajero fue calculada usando 




Pasadas 48h de la transfección con los plásmidos pFLAG-∅ o pFLAG-R6, y 
tras los tratamientos correspondientes en alta o baja glucosa, las células MIN6 
se lavaron con PBS 1X frío una vez y fueron inmediatamente congeladas en N2 
líquido. Las células fueron recogidas en tampón de lisis frío (Tris HCl 25 mM pH 
8, NaF 5 mM, glicerol 10%, Na2P2O7 5 mM, KCl 100 mM, Triton-X-100 0.5%, 
PMSF 1 mM, NaVO4 2 mM y una mezcla de inhibidores de proteasas). Los 
lisados celulares fueron obtenidos pasando las células a través de jeringas de 
25G/5-8’’ e incubadas en hielo durante 20 minutos. Los lisados fueron 
clarificados por centrifugación a 5000 rpm durante 5 min a 4 ºC. Se utilizaron 
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0.4 mg de proteína total de la fracción soluble para la inmunoprecipitación, 
utilizando anti-FLAG (Sigma) y proteína A/G plus agarosa (Santa Cruz Biotech). 
Los inmunoprecipitados fueron analizados por western blot utilizando 
anticuerpos anti-AMPK alfa total, anti-AMPK β1-2. 
 
14. Análisis estadísticos 
 
Los valores están expresados como la media ± SEM de al menos tres 
experimentos independientes. Las diferencias entre los grupos han sido 
analizadas aplicando el test de la t student de dos colas. Se ha considerado la 
significatividad como: * p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001, indicado en cada caso. 
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Tabla 1: Oligos RNA interferencia.  
 
Gen Oligos 
PPP1CA 1) GAACGUGCAGCUGACAGAGtt/CUCUGUCAGCUGCACGUUCtt 
PPP1CA 2) GGUUGUAGAAGAUGGCUAUtt/AUAGCCAUCUUCUACAACCtg 
PPP1CA 3) GGGCAAGUAUGGGCAGUUCtt/GAACUGCCCAUACUUGCCCtt 
PPP1CB 1) CCAGAAGCCAACUAUCUUUtt/AAAGAUAGUUGGCUUCUGGtg 
PPP1CB 2) CGGAUAUGAAUUUUUUGCUtt/AGCAAAAAAUUCAUAUCCGtc 
PPP1CB 3) GGAGUAGCAAAGUCAACAAtt/UUGUUGACUUUGCUACUCCtt 
PPP1CC 1) GGUCUUCUUUGUGAUCUUUtt/AAAGAUCACAAAGAAGACCtt 
PPP1CC 2) GGUUUAUCACCAGAUCUUCtt/GAAGAUCUGGUGAUAAACCtc 
PPP1CC 3)GGCUUAUAAAUCAAAAGGAtt/UCCUUUUGAUUUAUAAGCCtc 
PP1R3B 1) GCUCCUAGACAACAUCGUGtt/CACGAUGUUGUCUAGGAGCtc 
PP1R3B 2) GGAGUUUGUGUUUUAUCUAtt/UAGAUAAAACACAAACUCCtg 
PP1R3B 3) GCAACAUAUUAGUUACUAGtt/CUAGUAACUAAUAUGUUGCtc 
PP1R3C 1) GCGACACCUUUUUUUGGGAtt/UCCCAAAAAAAGGUGUCGCtt 
PP1R3C 2) CCGACUACUUAAGUUUCCGtt/CGGAAACUUAAGUAGUCGGtt 
PP1R3C 3) GCUUAAAACUUCACGAGGAtt/UCCUCGUGAAGUUUUAAGCtg 
  
PPPR3D 1) CAAUGAUGGUCGCGACUAUtt/AUAGUCGCGACCAUCAUUGtt 
PPPR3D 2) GCGUAGCUGGUGCUGAGUAtt/UACUCAGCACCAGCUACGCca 
PPP1R3E 1) GGCCGAGAGUUCUGGGAUAtt/UAUCCCAGAACUCUCGGCCgg 
PPP1R3E 2) UGAGGAGCCUUGAUGUAUAtt/UAUACAUCAAGGCUCCUCAgt 
PPP1R3E 3) AGCACUUUAUGUCAAGGGAtt/UCCCUUGACAUAAAGUGCUta 
GK 1) GGGAACAACAUCGUGGGACtt/GUCCCACGAUGUUGUUCCCtt 
GK 2) GGCACGAAGACAUAGACAAtt/UUGUCUAUGUCUUCGUGCCtt 
GK 3) CGAAACACCAGAUGUAUUCtt/GAAUACAUCUGGUGUUUCGtc 
PKAa ACAGAAGGUGGUGAAACUGAAUU/UUCAGUUUCACCACCUUCUGUUU 
PKAb GGCAUUAGGAGUGCUAAUCUAUU/ UAGAUUAGCACUCCUAAUGCCUU 
 
Tabla 2. Oligos PCR cuantitativa. 
 
Proteína Directo Reverso Sonda  
R5/PTG CTGAGTGCGAAGTTGCTCAG TGGATCTAGCACATGGATCATT #34 
GL CAGAGTGCTGCAATCCAGTG AAAGAAGGGGCCATACTGCT #76 
R3E GGGGGCTATGACAGTTTGTTC TGCCACCGTCCTTATTCCTA #83 
R3D GCAGTCATGCCTTGCACAT TGCCACCGTCCTTATTCCTA #91 





















































1. La metabolización de la glucosa es necesaria para la desfosforilación de 
pAMPKαThr172 
 
Se ha descrito que la glucosa disminuye la actividad y el estado de fosforilación 
de pAMPKαThr172 en distintos tejidos y tipos celulares de mamífero. Este es el 
caso de células β pancreáticas (Salt, Celler et al. 1998) (da Silva Xavier, 
Leclerc et al. 2000), músculo esquelético (Itani, Saha et al. 2003), neuronas 
(Mountjoy, Bailey et al. 2007), y adipocitos primarios (Djouder, Tuerk et al. 
2010). De acuerdo con estos resultados, en el modelo de estudio de esta tesis, 
las células β pancreáticas de ratón de tipo MIN6, también se observó la 
desfosforilación de dicho residuo de AMPK endógena cuando estas células, 
tras ser crecidas durante 18 h en un medio bajo en glucosa (3 mM), fueron 
incubadas en un medio alto en glucosa (25 mM) durante 1 h (Figura 16A). Por 
tanto, las células MIN6 son un buen modelo de estudio dado que en ellas, 
AMPK es regulada por glucosa de manera fisiológica. Para profundizar en el 
mecanismo molecular de esta regulación y analizar qué metabolitos eran 
capaces de iniciar la señal, se analizó la posibilidad de que otros azúcares 
además de la glucosa pudieran provocar la misma respuesta. Para ello, se 
realizaron tratamientos con fructosa y galactosa a la misma concentración, 25 
mM, y durante el mismo tiempo. Los resultados mostraron que la glucosa era el 
único monosacárido ensayado capaz de señalizar de este modo (Figura 16B). 
 
En célula β pancreática, tanto la glucosa, la fructosa como la galactosa son 
transportadas al interior de la célula a través del mismo tipo de transportador 
GLUT2 (Leturque, Brot-Laroche et al. 2009). Sin embargo, estas células 
carecen de las enzimas necesarias para la oxidación completa de la fructosa y 
la galactosa, por lo que sólo la glucosa puede ser metabolizada. Con el objetivo 
de confirmar estos resultados, se utilizaron dos análogos distintos de la 
glucosa. Por un lado, se realizaron tratamientos de 1 h con 25 mM de 3-0-
metilglucosa (3-MG), un análogo de la glucosa capaz de entrar en la célula 




señalización por parte de dicho metabolito (Figura 16B). Por otro lado, se 
trataron las células con 25 mM de 2-deoxiglucosa (2-DOG), un análogo de la 
glucosa que sí puede ser fosforilado a 2-DOG-6P pero que no puede ser 
metabolizado. En este caso, la 2-DOG tampoco provocaba la misma respuesta 
que el tratamiento con glucosa. Todo esto sugiere que la fosforilación de la 
glucosa es estrictamente necesaria, pero no suficiente, para que esta 
señalización ocurra, y que por tanto, la glucosa debe además metabolizarse. 
 
Para confirmar la importancia de la fosforilación de la glucosa en la 
desfosforilación de pAMPKαThr172, y dado que la glucoquinasa (GK) es la 
principal enzima encargada de fosforilar la glucosa en célula pancreática 
(Matschinsky 2002), se procedió al silenciamiento de la expresión del gen de la 
GK. Para ello se utilizaron distintos oligos de RNA de interferencia, de los 
cuales se muestran dos, GK1 y GK2. Los niveles de silenciamiento de la GK se 
determinaron mediante el uso de un anticuerpo específico contra la enzima, 
observándose un óptimo silenciamiento con el oligo GK2 (Figura 16C). Los 
resultados mostraron cómo la desfosforilación de pAMPKαThr172 por glucosa 
quedaba impedida cuando la GK era silenciada, lo que confirmó la importancia 
de la fosforilación de la glucosa y por tanto, el papel crucial que desempeña 
dicha enzima en los pasos iniciales de la señalización por glucosa. 
 
2. Las fosfatasas de tipo PP1 y PP2C son las más eficientes en la 
desfosforilación de pAMPKαThr172 in vitro 
 
Con el objetivo de determinar qué fosfatasa o fosfatasas podían estar 
implicadas en la desfosforilación de pAMPKαThr172, se realizaron ensayos de 
desfosforilación in vitro utilizando como sustrato un complejo trimérico de 
AMPKα1β1γ1 purificado a partir de E. coli. Este complejo se obtiene 
completamente fosforilado en la Thr172 por coexpresión con el complejo LKB1-
MO25α-STRADα, como se describe en (Scholz, Suter et al. 2009). Este 
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complejo de pAMPKαThr172 fue utilizado en un ensayo in vitro de 
desfosforilación con diferentes fosfatasas (PP1, PP2A y PP2C) como se indica 




















Figura 16. La fosforilación de la glucosa es necesaria para inducir la desfosforilación de 
pAMPKαThr172. A) Las células MIN6, previamente crecidas durante 18 h a 3 mM, fueron tratadas 
con 3 ó 25 mM glucosa durante 1 h. La desfosforilación de pAMPKαThr172 fue valorada con un 
anticuerpo fosfoespecífico contra el sitio p-αThr172. Se han incluido dos ensayos diferentes para 
cada una de las condiciones. Los niveles de AMPK total fueron valorados mediante el uso de un 
anticuerpo contra la subunidad β1 de AMPK. B) Tratamiento de las células MIN6 con distintos 
azúcares durante 1 h (3-MG = 3-0-metilglucosa; 2-DOG = 2-deoxiglucosa). C) Silenciamiento de la 
expresión de la glucoquinasa (GK) mediante RNA de interferencia. Dos oligos de RNAi distintos 
(GK1 y GK2), a una concentración de 100 nM cada uno, se utilizaron en experimentos de 
transfección en células MIN6. Pasadas 48 h las células fueron tratadas con 3 ó 25 mM de glucosa 
durante 1 h. 
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De acuerdo con estudios anteriores se observó, que tanto la proteína fosfatasa 
de tipo 1 (PP1) como la de tipo 2C (PP2C) eran capaces de desfosforilar la 
Thr172 de AMPKα con una eficiencia muy superior a la de la proteína fosfatasa 
de tipo 2A (PP2A) (Figura 17). 
 
Figura 17. Ensayo de desfosforilación in vitro de AMPK coexpresada con LKB1 con distintas 
fosfatasas. La reacción fue realizada según está indicado en Material y Métodos, con 40 nM de 
PP1, PP2A y PP2C durante 1 h a 37 ºC. La desfosforilación fue evaluada detectando la forma 
fosforilada de AMPK (p-αT172) y referida a la cantidad total de AMPKα en la muestra. La señal fue 
cuantificada (% de fosforilación) con un aparato de quimiolumiscencia (Fujifilm). 
 
3. La proteína fosfatasa PP1 está implicada en la desfosforilación de 
pAMPKαThr172 inducida por glucosa in vivo 
 
PP1 es una serina/treonina fosfatasa clave en mamíferos que se expresa de 
manera ubicua en todas las células eucariotas. En mamíferos existen tres 
genes (PPP1CA, PPP1CB y PPP1CC) que codifican para tres isoformas 
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distintas de PP1: PP1α, PP1β y PP1γ (Ceulemans y Bollen 2004). Con el 
propósito de conocer si PP1 estaba implicada en la desfosforilación de 
pAMPKαThr172 en respuesta a glucosa in vivo, se procedió al silenciamiento 
de la expresión de las tres isoformas de PP1 mediante RNA de interferencia. 
Como se muestra en las Figuras 18A y 18C, la disminución en los niveles de 
expresión de las isoformas de PP1 α y γ, verificada con anticuerpos específicos 
contra cada una de las isoformas, no afectó a la regulación de la 
desfosforilación de pAMPKαThr172 por glucosa. 
Figura 18. Efecto del silenciamiento de las distintas isoformas de PP1c en la regulación de AMPK 
por glucosa. A-C) Silenciamiento individual de cada una de las isoformas de PP1c, α, β y γ. Cada 
muestra se detectó con un anticuerpo específico de cada isoforma para valorar el porcentaje de 
silenciamiento medido por densitometría. D) Silenciamiento combinado de las isoformas α y β de 
PP1c. En todos los casos, la desfosforilación fue evaluada por cuantificación de la señal obtenida al 
revelar con un anticuerpo específico de pThr172 y referida a los niveles de AMPKα total. Los 
resultados mostrados en E) son la media +/- SEM de tres experimentos independientes. Muestran 
el porcentaje de AMPK fosforilada en células crecidas a 25 mM glucosa referida en cada caso a los 
niveles encontrados en células crecidas a 3 mM glucosa. La significación estadística fue 




Sin embargo, la disminución de los niveles de PP1β, sí afectó de una manera 
clara a la desfosforilación de pAMPKαThr172 en respuesta a glucosa (Figura 
18B). Dado que la función de las isoformas de PP1 es redundante (una 
isoforma es capaz de compensar la falta de otra), se procedió al silenciamiento 
conjunto de la expresión de dos de las isoformas, PP1α y PP1β, por ser ambas 
de expresión fundamentalmente citoplasmática. El doble silenciamiento, 
resultado de la combinación de los oligos con los que se había obtenido los 
mejores resultados de silenciamiento en los ensayos individuales, tuvo como 
consecuencia una clara disminución en los niveles de desfosforilación de 
pAMPKαThr172 por glucosa (Figuras 18D y 18E). Los niveles de las formas 
fosforiladas en alta glucosa fueron desde el 44% hasta el 62% respecto a la 
fosforilación en baja glucosa (valor asignado 100%), dependiendo de la 
combinación de oligos de RNAi utilizada, en comparación con un 18% obtenido 
con un oligo control. Este efecto resultó ser específico de la reducción de las 
correspondientes isoformas de PP1 silenciadas puesto que los niveles de 
PP2C endógena se mostraron inalterados (Figura 18D). Del mismo modo, se 
procedió a la eliminación de las tres isoformas de PP1 al mismo tiempo aunque 
la inhibición de la desfosforilación de pAMPKαThr172 por glucosa no se vio 
potenciada en comparación con los resultados obtenidos con la eliminación 
conjunta de las isoformas PP1α y PP1β. Todos estos resultados muestran la 
clara implicación de la fosfatasa de tipo PP1 en la desfosforilación de 
pAMPKαThr172 por glucosa in vivo. 
 
4. La subunidad reguladora de PP1, PPP1R3D (R6), está implicada en la 
desfosforilación de pAMPKαThr172 por glucosa 
 
Se sabe que la proteína fosfatasa de tipo PP1 no se encuentra libre en la célula 
sino que debe asociarse a subunidades reguladoras específicas que la dirijan a 
su sustrato correspondiente (Bollen 2001). Dado que anteriormente en el 
laboratorio se había descrito la interacción de dos subunidades reguladoras de 
PP1, GL y R5, con AMPK (Vernia, Solaz-Fuster et al. 2009), se silenciaron 
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estas mismas subunidades en células MIN6. Sin embargo, la transfección con 
oligos de RNAi correspondientes a GL y R5 no tuvo como resultado un cambio 
en el estado de desfosforilación de p-AMPKα-T172 por glucosa (Figuras 19A y 
19B). El rendimiento del silenciamiento de la expresión de sus 
correspondientes genes no fue alto, debido probablemente a la baja expresión 
de estos genes en células MIN6 (Datos obtenidos por PCR cuantitativa, Figura 
19E). Las subunidades reguladoras R5 y GL pertenecen a la familia de 
proteínas reguladoras de PP1 relacionadas con la síntesis de glucógeno, 
también denominadas de tipo G. Además de estas dos, se incluyen en esta 
misma familia las subunidades reguladoras GM, R6 y R3E (Munro, Ceulemans 
et al. 2005). Por este motivo, el estudio fue extendido hacia el análisis del resto 
de subunidades, incluyendo a R6 y a R3E, y únicamente descartando a GM por 
no interaccionar físicamente con AMPK (Vernia, Solaz-Fuster et al. 2009) y por 
no expresarse en células β pancreáticas (Tang, Bondor et al. 1991). 
 
El silenciamiento tanto de PPP1R3D (R6) como de PPP1R3E provocó una 
disminución en la desfosforilación de pAMPKαThr172 por glucosa (Figuras 19C 
y 19D), siendo esta mucho más importante en el caso de la eliminación de 
PPP1R3D. En el caso de esta última, los niveles de las formas fosforiladas de 
pAMPKαThr172 fueron desde el 42 % al 50 %, dependiendo del oligo de RNAi 
utilizado, en comparación con un 21 % que se obtuvo en las muestras con un 
oligo control. El análisis por PCR cuantitativa confirmó el correcto 
silenciamiento de los correspondientes genes (Figura 19F). Del mismo modo se 
utilizó una combinación de oligos de RNAi para eliminar ambas subunidades 
reguladoras PPP1R3D y PPP1R3E al mismo tiempo, pero no se obtuvo una 
mayor inhibición de la desforilación de pAMPKαThr172 por glucosa, en 
comparación con lo observado al eliminar sólo PPP1R3D. 
 
Por tanto, lo que demuestran estos resultados es la implicación de la subunidad 







Figura 19. Efecto del silenciamiento de las subunidades reguladoras de PP1c, R5, GL, R6 y R3E 
en la regulación de AMPK por glucosa. A-D) Cada una de las subunidades fue silenciada con 100 
nM de oligo de RNAi y tratadas en baja (3 mM) o alta (25 mM) glucosa durante 1 h. El porcentaje 
de silenciamiento de cada una de las subunidades fue medido por PCR cuantitativa. La 
desfosforilación fue evaluada por cuantificación de la señal obtenida al revelar con un anticuerpo 
específico de pThr172 y referida a la cantidad total de AMPKβ1. Los resultados mostrados en C y D 
son la medida +/- SEM de tres experimentos independientes, con una significación estadística de 
*p < 0.05 y ** p < 0.01. E) Medida del silenciamiento de las subunidades R3E y R6 por PCR 
cuantitativa. Los resultados muestran la expresión del gen correspondiente en relación con GAPDH 







5. La subunidad reguladora de PP1, R6, interacciona físicamente con la 
isoforma β1 de AMPK 
 
Dado que las subunidades reguladoras de PP1 son las encargadas de dirigir a 
la fosfatasa hacia su sustrato, siendo por tanto responsables de su 
reconocimiento, debe existir una interacción física entre la subunidad 
reguladora y el sustrato susceptible de ser desfosforilado. Para estudiar la 
posible interacción entre R6 y las distintas subunidades de AMPK se llevó a 
cabo un análisis por doble híbrido en levadura utilizando como control positivo 
la interacción existente entre R6 y PP1α. Como se esperaba, se detectó una 
interacción muy fuerte entre R6 y PP1α, pero a su vez, también se observó una 
fuerte interacción entre R6 y AMPKβ, tanto con la isoforma β1 como con la β2 
(Figura 20A). La interacción física entre R6 y AMPKβ fue confirmada por 
coinmuniprecipitación, sobreexpresando la proteína R6 etiquetada con FLAG 
en células MIN6. La expresión de R6 fusionada al epítopo FLAG hizo posible, 
utilizando un anticuerpo anti-FLAG, la coinmunoprecipitación de R6 y AMPKβ1 
(Figura 20B). En cambio, R6 no interaccionó con la subunidad α1 de AMPK, ni 
en ensayos de doble híbrido (Figura 20A) ni en ensayos de 
coinmunoprecipitación (Figura 20B), a pesar de que AMPKα1 se expresa 
correctamente en células MIN6 (da Silva Xavier, Leclerc et al. 2000) (Figura 
20B). R6 tampoco fue capaz de interaccionar ni con AMPK α2 ni con γ1 en 
ensayos de doble híbrido (Figura 20A). 
 
Todos estos resultados indican la existencia de una interacción física entre R6 
y AMPKβ, confirmando una posible relación entre la holoenzima formada por 









Figura 20. Ensayos de interacción entre la subunidad reguladora de PP1, R6, y las subunidades de 
AMPK. A) Ensayo de doble híbrido en levadura. La cepa de CTY10.5d fue cotransformada con el 
plásmido pGADT7-R6 y los plásmidos pBTM116-PP1/AMPKα1/α2/β1/β2/γ1, así como con los 
correspondientes controles negativos. En los transformantes obtenidos se midió la actividad β-
galactosidasa. Los resultados muestran la medida +/- SEM de 4-6 transformantes independientes. 
El análisis por western blot indicó que todas las proteínas se expresaban en niveles similares en 
todos los casos. B) Ensayo de coinmunoprecipitación (ver Material y Métodos) en células 
transfectadas con pCMV-FLAG-R6 y coinmunoprecipitadas con anti-FLAG. La detección de las  
proteínas endógenas del extracto crudo y precipitadas se hizo con anticuerpos específicos contra 
las subunidades de AMPKα, AMPKβ1-β2 y anti-FLAG. 
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6. La interacción entre R6 y AMPKβ1 está regulada por glucosa 
 
La actividad del complejo SNF1, el ortólogo de AMPK en levaduras, está 
regulada por glucosa. Como se describe en la Introducción, en alta 
concentración de glucosa, el complejo se encuentra desfosforilado e inactivo 
mientras que, en condiciones de baja concentración de glucosa, Snf1 se 
fosforila y activa. La fosfatasa encargada de desfosforilar al complejo cuando la 
señal de glucosa aparece de nuevo en el medio es la fosfatasa de tipo 1, Glc7, 
asociada a la subunidad Reg1. Se ha observado que, sorprendentemente, en 
situación de baja glucosa la interacción entre Reg1 y Snf1 es mayor que en alta 
concentración de glucosa. Con el fin de estudiar si esta modulación de la 
interacción entre Reg1 y Snf1 ocurría también con la subunidad reguladora R6 
y AMPKβ1, se realizó un ensayo β-galactosidasa con cambio de alta a baja 
glucosa como se indica en Material y Métodos. De este modo, se pudo 
observar cómo la interacción entre R6 y AMPKβ1 aumentaba significativamente 
al cambiar las células de un medio rico en glucosa (4%) a uno pobre en 
glucosa (0.05%) (Figura 21A). 
 
La modulación por glucosa de la interacción física entre R6 y AMPKβ1 fue 
confirmada por coinmuniprecipitación. Para ello, la proteína R6 etiquetada con 
FLAG fue sobreexpresada en células MIN6 y tras 18 h creciendo en una medio 
a 3 mM glucosa fueron tratadas durante 30 min en KRB conteniendo 3 ó 25 
mM glucosa. Para simular las condiciones de alta y baja concentración de 
glucosa durante todo el proceso de coinmunoprecipitación, se añadieron a los 
tampones 300 µM de AMP (para las células de baja glucosa) y 300 µM de ATP 
(para las células de alta glucosa). Como se puede observar en la Figura 21B, 
AMPKβ1 coinmunoprecipitó con mayor eficiencia con FLAG-R6 cuando las 
células se habían incubado a baja concentración de glucosa, confirmando así 
los resultados obtenidos en los ensayos de doble híbrido en levaduras. Por 
tanto, la interacción entre R6 y AMPKβ1 también está regulada por glucosa y 
























Figura 21. Regulación de la interacción entre R6 y AMPK β1 en alta y baja glucosa. A) Ensayo de 
la interacción por doble híbrido en levaduras. La cepa CTY10.5d fue cotransformada con 
pBTM116-AMPKβ1 y pGADT7-R6. Las levaduras fueron crecidas en alta glucosa (4%) hasta que 
alcanzaron su fase logarítmica (DO600 0.5) y después se cambiaron a un medio con 0.05% de 
glucosa 3 h más. También se realizaron ensayos con células transformadas con la combinación 
pBTM116- Ø con pGADT7-R6. La actividad β-galactosidasa se midió en los transformantes 
crecidos en las dos condiciones. Los resultados muestran la medida +/- SEM de 4-6 transformantes 
independientes. B) Coinmunoprecipitación de FLAG-R6 y AMPKβ endógena. Células MIN6 
transfectadas con pCMV-FLAG-R6 y tratadas a 3 ó 25 mM glucosa durante 30 min fueron co-
inmunoprecipitadas con anti-FLAG. A fin de mantener las condiciones de alta ó baja glucosa, los 
tampones de coinmunoprecipitación fueron suplementados con 300 µM de AMP (para células 
tratadas con 3 mM glucosa) ó 300 µM ATP (para células tratadas con 25 mM glucosa). Los 
coinmunoprecipitados fueron analizados por western blot utilizando anticuerpos anti-AMPKβ, anti-
AMPKα y anti-FLAG. 
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En estos ensayos, AMPKα1 nunca co-inmunoprecipitó con FLAG-R6 indicando 
que tampoco es capaz de interaccionar con R6 en condiciones de baja glucosa. 
 
7. El complejo fosfatasa PP1-R6 es activo tanto en alta como en baja glucosa 
 
Dado que PP1/R6 desfosforila a AMPK en condiciones de alta glucosa pero la 
interacción de R6 con AMPKβ1 es mucho mayor en condiciones de baja 
glucosa, quisimos comprobar si la actividad de la fosfatasa estaba modulada en 
condiciones de alta y baja concentración de glucosa. Para ello, se realizó un 
ensayo de coinmunoprecipitación como el descrito anteriormente para verificar 
la interacción física entre R6 y AMPKβ1 salvo, que en este caso, el 
coinmunoprecipitado fue utilizado en un ensayo de actividad fosfatasa in vitro 




Figura 22. Medida de la actividad de PP1-R6 coinmunoprecipitada en alta y baja glucosa. El 
ensayo de desfosforilación in vitro con verde de malaquita (ver Material y Métodos) fue realizado 
con un coinmunoprecipitado de FLAG-R6. Este fue obtenido a partir de células MIN6 transfectadas 
con pCMV-FLAG-R6 y tratadas a 3 ó 25 mM glucosa durante 30 min. La actividad fosfatasa se 




El ensayo de actividad fosfatasa in vitro se realizó utilizando un fosfopéptido 
sintético como sustrato y midiéndose la cantidad de fosfato liberado mediante 
un ensayo colorimétrico. En ambas situaciones, alta y baja glucosa, la actividad 
fosfatasa resultó ser muy similar. Por lo tanto, PP1-R6 es activa tanto en alta 
como en baja glucosa.  
 
8. La glicina 147 de la subunidad β1 de AMPK es crítica para su interacción 
con R6 
 
El complejo SNF1 de levaduras tiene tres posibles isoformas ortólogas de la 
subunidad de AMPKβ, denominadas Sip1, Sip2 y Gal83. Estas tres isoformas 
son necesarias para la regulación de la actividad de SNF1. La secuencia del 
dominio GBD (de unión a glucógeno) de AMPKβ está conservada en dos de las 
isoformas de levadura, en Sip2 y en Gal83, sin embargo in vitro, Gal83 se une 
más a glucógeno que Sip2 (Wiatrowski, Van Denderen et al. 2004). Mutaciones 
puntuales de residuos conservados en el dominio GBD de Gal83 (W184A, 
R214Q y G235R) impiden su unión a glucógeno in vitro (Polekhina, Gupta et al. 
2003), sin embargo, los mecanismos que afectan a la regulación de Snf1 
parecen independientes de su unión de glucógeno. 
 
Se ha descrito que, tanto la completa deleción del dominio GBD de Gal83 como 
mutaciones puntuales en dichos residuos conservados provocan un aumento 
en la actividad de SNF1 impidiendo su inactivación por glucosa (Wiatrowski, 
Van Denderen et al. 2004). Así pues, el dominio GBD actúa como un regulador 
negativo de la actividad de la quinasa. Además, en un mutante de levaduras 
Gal83-ΔGBD existe una reducción significativa en la interacción de Snf1 con 
Reg1, lo que sugiere que la regulación de la actividad de SNF1 podría estar 
mediada por la interacción de Reg1 con Gal83. Las mutaciones en Gal83 
W184A y R214Q, parecen provocar la desestructuración de la subunidad β 
mientras que la G235R mantiene su integridad. Dado el extraordinario 
paralelismo que existe en la regulación de la actividad de SNF1/AMPK entre 
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levaduras y mamíferos, nos propusimos comprobar si un mutante de AMPKβ1-
G147R (correspondiente a la G235R de Gal83) tenía afectada la interacción 
con la subunidad reguladora R6. 
 
Para ello se realizó un ensayo de doble híbrido en levadura con un mutante 
puntual de AMPKβ1-G147R y la subunidad R6, utilizando como control la 
interacción de AMPKβ1 silvestre con R6. Al mismo tiempo, se analizó la 
interacción entre AMPKβ1-G147R y AMPKα1 y γ1. Como se observa en la 
Figura 23, la mutación puntual G147R provoca la pérdida total de interacción 
con R6 en condiciones tanto de alta como de baja glucosa (Figura 23A). En 
cambio, la forma AMPKβ1-G147R fue capaz de mantener la interacción con 
AMPKα1 aunque con AMPKγ1 observábamos una menor interacción (Figura 
23B). La expresión de las diferentes proteínas fue comprobada mediante la 
obtención de extractos de levadura y detectando con anticuerpos específicos 
contra LexA y HA, no encontrándose diferencias significativas.  
 
 
Figura 23. Ensayos de interacción entre AMPKβ1G147R con R6 y su modulación por glucosa.  
Interacción por doble híbrido en levaduras. A) La actividad β galactosidasa fue determinada en 
condiciones de alta (4%) y baja (0.05%) concentración de glucosa. La cepa CTY10.5d fue 
cotransformada con pGADT7-R6 y los plásmidos pBTM-β1wt (silvestre), pBTM-β1G147R ó pBTM-
Ø. B) La cepa CTY10.5d fue cotransformada con los plásmidos pBTM-β1wt (silvestre) y pBTM-





Así pues, una mutación en AMPKβ1-G147R impide la interacción de esta 
subunidad con la subunidad reguladora R6. 
 
Dado el fallo de interacción tan drástico entre la subunidad R6 y el mutante 
G147R de β1, nos propusimos analizar el efecto que tendría la sobreexpresión 
de este mutante en células de mamífero en cultivo sobre la regulación de 
AMPK por glucosa. Para ello, las células se transfectaron tanto con la forma 
mutada de β1 como con la silvestre y se realizaron tratamientos en alta y baja 
concentración de glucosa durante 30 min. Sin embargo, como se observa en la 
Figura 24, no encontramos diferencias claras en cuanto a la regulación de 
pAMPKαThr172 por glucosa. Quizás los niveles endógenos de AMPK β1 


















Figura 24. Efecto de la sobreexpresión de AMPKβ1 silvestre y AMPK β1G147R en MIN6. 
Las células MIN6 fueron transfectadas con pCMV-FLAG-β1 y pCMV-FLAG-β1G147R. La 
incubación en alta o baja concentración de glucosa (3-25 mM) fue de 30 min. La desfosforilación de 
AMPK en el residuo T172 fue valorado con un anticuerpo fosfoespecífico contra el sitio αT172. La 
eficiencia de transfección fue valorada mediante el uso de un anticuerpo anti-FLAG y los niveles de 
AMPK total fueron valorados mediante el uso de un anticuerpo contra la subunidad α de AMPK. 
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9. La subunidad R6 complementa la función de Reg1 en levaduras 
 
En levaduras, para que la desrepresión de los genes reprimidos por glucosa 
tenga lugar, es requisito indispensable la activación del complejo SNF1. Este 
complejo regula la actividad de los factores de transcripción que modulan la 
expresión de dichos genes, como es el caso de Mig1, Cat8 y Sip4 (Carlson 
1998). En el caso del represor Mig1, la modulación de su actividad represora 
sobre el gen SUC2 supone un cambio de localización celular regulado por el 
complejo quinasa SNF1. En condiciones de estrés nutricional como es la 
ausencia de glucosa, Mig1 es fosforilado por SNF1 y transportado al 
citoplasma, permitiendo la expresión del gen SUC2 que codifica para la enzima 
invertasa. Por tanto, en ausencia de glucosa, cuando Snf1 se encuentra 
fosforilada y activa, la actividad de la invertasa es muy elevada. Por el 
contrario, en condiciones de alta concentración de glucosa, Snf1 se desfosforila 
e inactiva y la expresión del gen SUC2 es de nuevo reprimida, disminuyendo la 
actividad invertasa. Como ya hemos indicado, la desfosforilación del complejo 
SNF1 está mediada por la fosfatasa Glc7 dirigida por la subunidad reguladora 
Reg1. La ausencia de Reg1 provoca la desregulación del complejo SNF1, 
permaneciendo fosforilado y activo incluso en condiciones de alta 
concentración de glucosa. Ya que hasta el momento no se ha descrito ningún 
ortólogo de Reg1 en mamíferos, nos propusimos comprobar si R6 era capaz de 
complementar la actividad de la subunidad Reg1 en levaduras. Para ello, se 
realizó un ensayo invertasa con una cepa mutante en Reg1 
(CTY10.5dΔreg1::URA3). Como se observa en la Figura 25, la expresión de la 
subunidad reguladora Reg1 restablece la regulación de la actividad invertasa 
del mutante Δ reg1. A su vez, la subunidad R6 complementa significativamente 
la ausencia de Reg1, con una mayor eficiencia que la subunidad GL. Esto 
confirma la capacidad de R6 de dirigir a Glc7 hacia el complejo SNF1 y 
















Figura 25. Ensayo de complementación en una cepa Δreg1 con distintas subunidades reguladoras 
de PP1. Transformación de la cepa CTY10.5d Δreg1 con los plásmidos pACT2-Ø, pACT2-Reg1, 
pGADT7-R6 y pACT2-GL. Los transformantes se crecieron en condiciones de alta glucosa (4%) y 
se ensayó la actividad invertasa en esas condiciones. Los resultados son la media +/- SEM de 4-6 
transformantes independientes. ***p< 0.001 
10. La holoenzima R6-PP1 participa en la desfosforilación de pAMPKαThr172 
por glucosa y su defecto provoca una disminución en la secreción de 
insulina inducida por este azúcar 
 
El análisis de la cinética de desfosforilación de pAMPKαThr172 inducida por 
glucosa demostró que esta ocurre a tiempos muy cortos. En tan sólo 5 minutos 
después de añadir la glucosa, la desfosforilación de pAMPKαThr172 era 
prácticamente completa. Sin embargo, en células a las que se les ha eliminado 
R6 mediante RNAi, este proceso de desfosforilación se ve claramente 
retrasado (Figura 26). A efectos de comprobar si la holoenzima PP1-R6 tenía 
un efecto sobre la actividad del complejo AMPK in vivo, ensayamos el efecto de 
la depleción de R6 sobre una de las actividades más características de AMPK 
en células β pancreáticas: la regulación de la secreción de insulina. Se ha 
descrito que AMPK inhibe la secreción de insulina en células β pancreáticas 
(Salt, Celler et al. 1998; da Silva Xavier, Leclerc et al. 2003; Tsuboi, da Silva 






tratamiento con glucosa provoca la rápida secreción de insulina en células 
MIN6. Este aumento en la secreción de insulina correlaciona con la 
desfosforilación e inactivación de pAMPKαThr172 (Figura 26). Sin embargo, las 
células a las que se les ha silenciado R6 muestran una significativa disminución 
en la secreción de insulina al añadirles glucosa en el medio, probablemente 
debido a la presencia de pAMPKαThr172 todavía fosforilada y activa (Figura 
26). 
 
Por lo tanto, la depleción de R6 altera la regulación de la actividad de AMPK 
por glucosa, que se mantiene activa y, en consecuencia, afecta a funciones de 






























Figura 26. Medida de la secreción de insulina en células silenciadas con RNAi R6. 
R6 fue silenciada en MIN6 con 100 nM de RNAi-R6-2. Las células fueron crecidas 18 h a 3 mM 
glucosa y cambiadas a un medio con 25 mM de glucosa durante 5, 15 y 30 minutos. A estos 
tiempos se les retiró el sobrenadante y se midió la concentración de insulina en los mismos 
(Material y Métodos). La desfosforilación fue evaluada por cuantificación de la señal obtenida al 
revelar con un anticuerpo específico de pT172 y referida a la cantidad de AMPKβ1 endógena. Los 
resultados se muestran como la medida +/- SEM de tres experimentos independientes, con una 





























11. La activación de la ruta PKA-cAMP por glucosa en células β pancreáticas 
lleva a la fosforilación de AMPKα en la Ser173 y la Ser497 
 
Recientemente se ha descrito que en adipocitos primarios la activación de la 
ruta de PKA-cAMP por hormonas lipolíticas tiene como consecuencia la 
inhibición de la fosforilación de pAMPKα1Thr172 y por tanto, de su activación 
(Djouder, Tuerk et al. 2010). Ya que la glucosa es capaz de activar la ruta PKA-
cAMP en células β pancreáticas (Briaud, Lingohr et al. 2003), nos planteamos 
estudiar si dicha ruta estaba a su vez implicada en la inhibición de AMPK por 
glucosa. Con este propósito, se analizó en células β pancreáticas MIN6, en las 
que mayoritariamente se expresa el complejo de AMPK formado por α1β1γ1 
(da Silva Xavier, Leclerc et al. 2000), el estado de fosforilación de dos sitios 
susceptibles de ser fosforilados por PKA-cAMP en AMPKα1 endógena (Ser173 
y Ser497) (Djouder, Tuerk et al. 2010), utilizando anticuerpos fosfoespecíficos 
contra estos dos sitios. Sin embargo, el anticuerpo fosfoespecífico contra la 
Ser173 resultó ser mucho menos sensible que el anti-Ser497 por lo que se usó 
este segundo como marcador de la fosforilación por PKA en los siguientes 
experimentos. 
 
Como se muestra en la Figura 27, las células que han sido crecidas en baja 
glucosa (3 mM), presentan una AMPKα1 fosforilada en el residuo Thr172 pero 
desfosforilada en la Ser497. Sin embargo, si las células son cambiadas a un 
medio con alta glucosa (25 mM) durante 1 h, la fosforilación de la Thr172 se 
reduce de manera muy significativa, de acuerdo con lo que ya hemos descrito 
anteriormente, mientras que se observa una clara fosforilación de la Ser497. 
Por tanto, la glucosa no sólo induce la desfosforilación del sitio Thr172 sino que 
a su vez provoca la activación de la ruta PKA-cAMP y la fosforilación de la 
Ser497 en AMPKα1. Asimismo, de acuerdo con trabajos anteriores (Djouder, 
Tuerk et al. 2010), se observó que la fosforilación del residuo Thr172 y de la 




células en un medio bajo en glucosa (3 mM) durante 18 h, cambiarlas a un 
medio con 25 mM de glucosa durante 1 h y volverlas a incubar en un medio 
bajo en glucosa (3 mM) 1 h más. Como se observa en la Figura 27, los 
resultados mostraron que la fosforilación de ambos sitios (Thr172 y Ser497) 
estaba regulada por glucosa pero de una manera claramente opuesta. Se 
observó la misma regulación cuando las células fueron crecidas durante 18 h a 















Figura 27. Regulación del estado de fosforilación de AMPK por glucosa. 
Las células MIN6 fueron crecidas durante 18 h a 3 ó 25 mM. Los tratamientos de 1 h fueron 
realizados según se indica en la Figura. Los estados de fosforilación de cada tratamiento se 
midieron utilizando anticuerpos fosfoespecíficos contra los sitios Thr172 y Ser 497. La cantidad 







12. La activación de la ruta PKA-cAMP por glucosa en células β pancreáticas 
impide la fosforilacion de AMPK αThr172 
 
Con el objetivo de estudiar si la ruta de PKA-cAMP estaba implicada en la 
desfosforilación de pAMPKα1Thr172 por glucosa se analizó si la inhibición de 
PKA afectaría a la desfosforilación del residuo Thr172. Para estudiarlo se 
trataron las células tanto con un inhibidor miristoilado específico de PKA, PKi, 
(Figura 28A) como silenciando mediante RNAi la expresión de las isoformas 
catalíticas α y β de PKA (Figura 28B). Estos tratamientos afectaron 
significativamente a la actividad de PKA, disminuyéndola eficazmente puesto 
que se observó una clara disminución en la fosforilación de pCREB-Ser133 
(sustrato conocido de PKA). No obstante, la desfosforilación del residuo Thr172 
no se vio afectada. 
 
Por tanto, dado que no se trataba de una participación a nivel de la 
desfosforilación del residuo Thr172, quisimos estudiar si la ruta de PKA-cAMP 
estaba implicada en la inhibición de la fosforilación de pAMPKα1Thr172 por 
glucosa. Para ello, se crecieron células en alta glucosa (25 mM) para a 
continuación ser cambiadas a un medio bajo en glucosa (3 mM), en presencia 
o ausencia de 10 μM de forscolina, un potente activador de PKA. Como se 
muestra en la Figura 29A, en las células que no fueron tratadas con forscolina, 
el cambio de una situación de 25 a 3 mM de glucosa provocó la fosforilación 
del residuo Thr172 y la desfosforilación de la Ser497. Sin embargo, el cambio 
de una situación de 25 a 3 mM glucosa en células tratadas con forscolina, 
donde la ruta de PKA-cAMP se mantiene activa, la fosforilación de la Ser497 se 
mantuvo mientras que la fosforilación de la Thr172 se vio impedida. 
Nuevamente se analizó la fosforilación del factor de transcripción CREB en la 
Ser133 como control de activación de PKA. Tras el tratamiento con glucosa, la 
fosforilación de CREB se observa transitoriamente entre los 5 y 10 minutos. Sin 




durante 18 h, la expresión de CREB disminuye en un 50%, lo que provoca que 
dicha fosforilación transitoria deje de observarse (Costes, Longuet et al. 2004). 
 
Por tanto, estos resultados sugieren que, en células β pancreáticas, la 
fosforilación previa de AMPKα1 mediada por PKA interfiere en la fosforilación 
de AMPKα1 en el residuo Thr172, del mismo modo a como se ha descrito en 
adipocitos primarios (Djouder, Tuerk et al. 2010). Con el propósito de confirmar 
esta hipótesis, se transfectaron células MIN6 con mutantes de AMPKα1: 
AMPKα1S173D y AMPKα1S497D, mimetizando la fosforilación por PKA. Como 
se observa en la Figura 29B, las células en las que se han expresado los 
mutantes fosfomiméticos son incapaces de promover la fosforilación de 
AMPKα1 en el residuo Thr172 durante la transición de 25 a 3 mM de glucosa. 
Estos resultados sugieren que la presencia de una carga negativa en 
cualquiera de estos dos residuos impide la fosforilación del residuo Thr172 por 










































Figura 28. La inhibición de PKA no afecta a la desfosforilación de pAMPKαThr172. 
A) Tratamiento de células MIN6 con 50 µM de PKi (inhibidor de PKA). Las células fueron crecidas 
durante 18 h a 3 mM glucosa y tratadas durante 1 h en KRB a 3 ó 25 mM glucosa suplementado o 
no con 50 µM de PKi. B) Silenciamiento de PKAc en células MIN6. Las células fueron transfectadas 
con 100 nM totales de una combinación de oligos de RNAi: PKAa (50 nM) y PKAb (50nM). Tras la 
transfección, las células fueron crecidas 48 h en 25 mM glucosa y previamente al tratamiento, 
fueron crecidas durante 18 h en 3 mM glucosa. Los tratamientos fueron de 1 h a 3 ó 25 mM 
glucosa. El estado de fosforilación se valoró con anticuerpos específicos anti-pAMPKαThr172, anti-
pAMPKαSer497 y anti-pCREBSer133. La carga total se midió con anti-AMPKβ1 ó anti-tubulina. 
PreT:Pretatamiento. 
B.
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Figura 29. La fosforilación de AMPK mediada por PKA impide la fosforilación en la Thr172. 
A) Tratamiento de células MIN6 con/sin 10 µM de Forscolina (activador de PKA). Las células fueron 
crecidas durante 18 h a 25 mM glucosa y tratadas a distintos tiempos en KRB a 3 mM glucosa 
suplementado o no con 10 µM de Forscolina. El estado de fosforilación se valoró con anticuerpos 
específicos anti-pAMPKαThr172, anti-pAMPKαSer497 y anti-pCREBSer133. La carga total se midió 
con anti-AMPKα total. B) Sobreexpresión de mutantes fosfomiméticos en células MIN6. Las células 
fueron transfectadas con pCDNA-Ø, α1 silvestre, α1 S173D y α1 S497D. Tras la transfección, las 
células fueron crecidas 72 h en 25 mM glucosa. Los tratamientos fueron de 1 h a 25 ó 3 mM 
glucosa. El estado de fosforilación se valoró con anticuerpos específicos anti-pAMPKαThr172, anti-
pAMPKαSer497. El control de transfección se hizo con un anti-AMPKα y el de la carga total con un 
anti-tubulina. 
B.
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13. La fosforilación de AMPK dependiente de PKA sólo es posible si la Thr172 
está desfosforilada 
 
Asimismo, también se quiso analizar si la desfosforilación del sitio Thr172 
resultaba indispensable para la fosforilación de los sitios dependientes de PKA. 
Para ello se silenciaron las isoformas catalíticas mayoritarias de PP1, PP1α y 
PP1β, utilizando oligos de RNAi específicos para estas con la finalidad de 
mantener la Thr172 fosforilada en condiciones de alta glucosa (ver apartado 
I.de Resultados). Como muestra la Figura 30, el silenciamiento de ambas 
isoformas en conjunto impide la desfosforilación de pAMPKαThr172 en 
condiciones de alta concentración de glucosa, como ya se comentó 
anteriormente. En estas condiciones se impide la fosforilación inducida por 













Figura 30. La fosforilación de AMPK en la Thr172 impide la fosforilación inducida por PKA. 
Silenciamiento combinado de las isoformas de PP1 α y β (50nM/50nM) con RNAi en células MIN6. 
Tras la transfección las células fueron incubadas durante 18 h en KRB 3 mM glucosa y tratadas 
posteriormente a 3 ó 25 mM glucosa durante 1 h. El estado de fosforilación se valoró con 
anticuerpos específicos anti-pAMPKαThr172 y anti-pAMPKαSer497. El correcto silenciamiento fue 
valorado con anticuerpos específicos contra cada una de las isoformas de PP1 (α y β). La carga 
total se midió con un anticuerpo anti-AMPKα total. 










Por lo tanto, en células β pancreáticas, la glucosa promueve la desfosforilación 
de pAMPKαThr172 y la fosforilación de sitios dependientes de la actividad de 
PKA-cAMP. Si la desfosforilación del residuo Thr172 se impide, entonces PKA 
no puede modificar sus sitios característicos. Si disminuyen los niveles de 
glucosa, se desfosforilan los sitios dependientes de PKA y se promueve la 
fosforilación de AMPKαThr172. Si la desfosforilación de los sitios dependientes 
de PKA no se produce, se impide la fosforilación de AMPKαThr172. Por tanto, 
el estado de fosforilación de AMPKαThr172 y de los sitios dependientes de 
PKA son mutuamente excluyentes. 
 
En conclusión, estos resultados demuestran que las fosfatasas ejercen un 
papel primordial en la regulación de AMPK por glucosa puesto que, tanto la 
desfosforilación de la Thr172 como la desfosforilación de los residuos 
dependientes de PKA son necesarias previamente para promover la 
fosforilación de AMPK por las correspondientes quinasas reguladoras. 
 
14. La proteína fosfatasa de tipo PP1 está implicada en la desfosforilación de 
los residuos de AMPKα1 fosforilados por PKA in vitro 
 
Con el objetivo de conocer qué fosfatasa era la encargada de desfosforilar los 
residuos dependientes de la fosforilación por PKA (Ser173 y Ser497), se realizó 
un ensayo de desfosforilación in vitro utilizando las proteínas fosfatasas PP1, 
PP2A y PP2C. Como sustrato se utilizó el complejo de AMPK α1β1γ1 
coexpresado con PKA, purificado a partir de E.coli (Djouder, Tuerk et al. 2010). 
Como se muestra en la Figura 31, la única proteína fosfatasa capaz de 
desfosforilar eficientemente los residuos de Ser173 y Ser497 fue la de tipo 1, 
PP1. Ni PP2A ni PP2C fueron capaces de desfosforilar estos residuos, incluso 
utilizando una relación fosfatasa/sustrato mucho mayor. Por tanto, estos 
resultados sugieren que PP1, además de desfosforilar el residuo Thr172 como 
se ha descrito anteriormente, podría estar implicada en la desfosforilación de 
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los residuos de AMPK fosforilados por PKA en respuesta a una situación de 













Figura 31. Ensayo de desfosforilación in vitro con AMPK coexpresada con PKA y distintas 
fosfatasas. La reacción fue realizada con distintas cantidades de PP1, PP2A y PP2C durante 1 h a 
37 ºC. La desfosforilación fue evaluada detectando las formas fosforiladas de AMPK (Ser173 y 
Ser497) y referida a la cantidad total de AMPK en la muestra. 
 
 
15. Tanto la glucosa como la entrada de Ca+2 inducida por este azúcar son 
necesarios para promover la desfosforilación de la pAMPKαThr172 en 
AMPK 
 
Como se describe en la Introducción, la entrada de glucosa en las células β 
pancreáticas induce un rápido aumento en la concentración de ATP que 
provoca el cierre de los canales de K+ sensibles a ATP. Esto conduce a la 
despolarización de la membrana y, en consecuencia, a la abertura de los 
canales de Ca+2 dependientes de voltaje (Efrat, Tal et al. 1994) (Briaud, Lingohr 
et al. 2003). El aumento en los niveles de Ca+2 intracelular activa a la adenilato 
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un aumento en los niveles de cAMP y, finalmente, la activación de PKA (Briaud, 
Lingohr et al. 2003). Con el objetivo de estudiar si esta ruta de señalización 
participaba en la desfosforilación de pAMPKα1Thr172 por glucosa, se utilizaron 
diferentes compuestos para bloquear farmacológicamente los canales de K+ 
sensibles a ATP ó los canales de Ca+2 dependientes de voltaje de tipo L. Por 
un lado, se trataron células creciendo en baja glucosa (3 mM) con 10 μM de 
gliburida, un bloqueador de los canales de K+ sensibles a ATP, con el objetivo 
de investigar si la activación de la despolarización de la membrana sin un 
aumento de los niveles de glucosa, podía provocar por sí sola la 
desfosforilación de la pAMPKα1Thr172. Sin embargo, a pesar de comprobar 
que PKA se había activado correctamente midiendo los niveles de pCREB-
Ser133, el estado de fosforilación de la Thr172 no se vio alterado (Figura 32). 
 
Sorprendentemente, a pesar de que PKA se mostraba activa, no se inducía la 
fosforilación del residuo Ser497. Estos resultados indicaban que, por un lado, la 
presencia de glucosa era necesaria para inducir la desfosforilación de 
pAMPKα1Thr172 por un mecanismo independiente al cierre de los canales de 
K+ sensibles a ATP y que, por otro lado, esa previa desfosforilación del sitio 
Thr172 era necesaria para la consecuente fosforilación de los sitios 























Figura 32. En ausencia de glucosa, la entrada de Ca+2 inducida farmacológicamente no es capaz 
de inducir la desfosfosforilación de pAMPKα1Thr172.. Las células fueron crecidas durante 18 h a 3 
mM glucosa y tratadas a distintos tiempos en KRB a 3 mM glucosa suplementado o no con 10 µM 
de gliburida, un inhibidor de los canales de K+. El estado de fosforilación se valoró con anticuerpos 
específicos anti-pAMPKαThr172, anti-pAMPKαSer497 y anti-pCREBSer133. La carga total se midió 
con un anticuerpo anti-AMPKβ1. 
 
Por otro lado, células que habían estado creciendo en un medio bajo en 
glucosa (3 mM) fueron sometidas a un pretratamiento con 50 μM de nifedipina 
durante 30 min, un bloqueante de los canales de Ca+2 dependientes de voltaje 
de tipo L, y después cambiadas a un medio con 25 mM glucosa. El bloqueo de 
los canales de Ca+2 produjo una disminución en la activación de PKA inducida 
por glucosa, valorada por el estado de fosforilación de pCREBSer133 (Figura 
33). Paralelamente el tratamiento con nifedipina impidió la desfosforilación del 
pAMPKα1Thr172 en presencia de glucosa. Dado que una disminución en la 
actividad de PKA no tiene como consecuencia una inhibición de la 
desfosforilación de pAMPKα1Thr172 por glucosa sino todo lo contrario, estos 














resultados indican que la entrada de Ca+2 desempeña un papel fundamental en 
la desfosforilación de pAMPKα1Thr172 por glucosa.  
 
Por tanto, conjuntamente estos resultados sugieren que, tanto la glucosa como 
el Ca+2 son necesarios para la correcta desfosforilación de pAMPKα1Thr172 






Figura 33. En ausencia de Ca+2, la entrada glucosa no es capaz de inducir la desfosfosforilación de 
pAMPKα1Thr172. Tratamiento de células MIN6 con/sin 50 µM de nifedipina. Las células fueron 
crecidas durante 18 h a 3 mM glucosa y pretratadas con DMSO (control) o con nifedipina durante 
30 min. Las células fueron tratadas a distintos tiempos en KRB 25 mM glucosa suplementado o no 
con 50 µM de nifedipina. El estado de fosforilación se valoró con anticuerpos específicos anti-
fosfoAMPKαThr172, anti-fosfoAMPKαSer497 y anti-fosfo-CREBSer133. La carga total se midió con 
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En mamíferos, la serina/treonina quinasa activada por AMP (AMPK) es un 
complejo heterotrimérico formado por una subunidad catalítica α (α1 ó α2) y 
dos subunidades reguladoras (β1 ó β2 y γ1, γ2 ó γ3). AMPK es activada por 
fosforilación en el residuo Thr172 de la subunidad catalítica α, proceso 
catalizado principalmente por las quinasas LKB1 y CaMKKβ. Además, AMPK 
es regulada alostéricamente por AMP por lo que se la considera como un 
sensor energético y regulador clave del metabolismo que se activa en 
respuesta a un aumento en la relación AMP:ATP en la célula. Una vez AMPK 
es activada, inhibe rutas anabólicas (biosintéticas) y otros procesos que 
consuman ATP, mientras que activa aquellas rutas catabólicas que generan 
ATP, todo ello con el objetivo de restablecer y mantener el balance energético 
celular (Hardie, Scott et al. 2003; Carling 2004). 
 
Se ha descrito que la glucosa provoca una disminución de la actividad y del 
estado de fosforilación del complejo en el residuo Thr172 de la subunidad 
catalítica α. Esto se ha observado en distintos tejidos y tipos celulares de 
mamífero como músculo esquelético (Itani, Saha et al. 2003), neuronas 
(Mountjoy, Bailey et al. 2007), adipocitos primarios (Djouder, Tuerk et al. 2010) 
y células β pancreáticas (Salt, Celler et al. 1998; da Silva Xavier, Leclerc et al. 
2000). En estas últimas se ha observado que, así como el tratamiento con 
inhibidores de AMPK aumenta la secreción de insulina (da Silva Xavier, Leclerc 
et al. 2003), la expresión de un mutante de AMPK constitutivamente activo 
inhibe el movimiento de los gránulos de insulina estimulado por glucosa 
(Tsuboi, da Silva Xavier et al. 2003). Todo esto presenta a AMPK como un 
regulador negativo del reclutamiento de gránulos de insulina y de su posterior 
secreción. Sin embargo, las dianas sobre las que AMPK actúa todavía no están 
completamente definidas. 
 
De acuerdo con estos resultados, en este trabajo demostramos que en las 




de pAMPKαThr172, por lo que se consideró MIN6 como un buen modelo de 
estudio de la regulación fisiológica de AMPK. 
 
En primer lugar, encontramos que la glucosa era el único azúcar de los 
ensayados capaz de señalizar e inducir la desfosforilación de pAMPKαThr172. 
Además, demostramos que la fosforilación de la glucosa por parte de la 
glucoquinasa era estrictamente necesaria, pero no suficiente, para que esta 
señalización tuviera lugar. Para la desfosforilación de pAMPKαThr172 la 
glucosa debía metabolizarse. Estos resultados confirmaron observaciones 
anteriores que sugerían que la inhibición de AMPK por elevadas 
concentraciones de glucosa era resultado de la activación del metabolismo 
intracelular, llevando consigo un aumento en la síntesis de ATP y en 
consecuencia, una disminución de los niveles intracelulares de AMP (Salt, 
Johnson et al. 1998; da Silva Xavier, Leclerc et al. 2003). 
 
La enorme importancia fisiológica de AMPK ha llevado a realizar grandes 
esfuerzos en la identificación de compuestos capaces de modular 
farmacológicamente su actividad. Del mismo modo, como se ha comentado 
anteriormente, se ha estudiado en profundidad la regulación alostérica de 
AMPK y el papel de las quinasas reguladoras que la activan. Los estudios 
sobre la regulación de las quinasas que fosforilan a AMPK parecen indicar que 
estas se expresan constitutivamente y que el aumento en los niveles de AMP 
no estimulan su actividad (Woods, Johnstone et al. 2003; Shaw, Kosmatka et 
al. 2004), sugiriendo que la regulación del estado de fosforilación de AMPK 
depende fundamentalmente de las fosfatasas implicadas en la desfosforilación 
de pAMPKαThr172. De hecho, existen trabajos que apoyan que la activación 
de AMPK por fosforilación es debida, principalmente, a una disminución de la 
actividad de las fosfatasas que actúan sobre ella (Suter, Riek et al. 2006). Sin 
embargo, poco se sabe de las fosfatasas responsables de desfosforilar e 
inactivar a AMPK. In vitro, PP1, PP2A y PP2C han sido definidas como 
posibles candidatas (Woods, Vertommen et al. 2003;  Davies, Helps et al. 
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1995) pero hasta el momento, la única fosfatasa a la que se le ha atribuido un 
papel en la regulación de AMPK ha sido a la fosfatasa PP2C aunque su función 
está pobremente caracterizada. 
 
En esta tesis mostramos por primera vez evidencias de que la fosfatasa de tipo 
1 (PP1) tiene una clara implicación en la regulación por glucosa de AMPK in 
vivo en células β pancreáticas. 
 
La eliminación de la subunidad catalítica de PP1, PP1c, mediante RNA de 
interferencia, demostró que la falta de esta fosfatasa altera significativamente la 
regulación de AMPK, evitando su inactivación ante la señal inducida por 
glucosa en células β pancreáticas. Dado que PP1 no se encuentra libre en la 
célula sino que debe asociarse a subunidades reguladoras que la dirijan a su 
sustrato, ha sido importante en el desarrollo de esta tesis la identificación de la 
subunidad reguladora responsable de la regulación de AMPK por PP1. 
Nuestros resultados demuestran que PP1, asociada a la subunidad reguladora 
R6, desempeña un importante papel en la desfosforilación e inactivación de 
AMPK por glucosa. De hecho, la eliminación mediante RNAi de la subunidad 
reguladora R6 disminuye la desfosforilación de pAMPKαThr172 por glucosa. 
Como se ha comentado, la activación de AMPK disminuye la secreción de 
insulina en células β pancreáticas (da Silva Xavier, Leclerc et al. 2003; Tsuboi, 
da Silva Xavier et al. 2003). De acuerdo con esta función de AMPK, la 
eliminación de R6 provoca la disminución en la secreción de insulina mediada 
por glucosa, lo que confirma el papel regulador de la holoenzima PP1-R6 sobre 
AMPK y su acción fisiológica en célula β pancreática. Estos resultados 
identifican a la holoenzima PP1-R6 como posible diana de terapéutica para la 
regulación de AMPK en célula β pancreática. 
 
La subunidad reguladora R6 es un miembro de la familia de subunidades 
reguladoras del glucógeno muy poco caracterizada. Es una proteína de 33 kDa 




tejidos diferentes (corazón, cerebro, músculo esquelético, riñón y páncreas). A 
diferencia de las subunidades GL y GM, no se ha descrito una regulación 
alostérica o covalente de R6 (Armstrong, Browne et al. 1997). A nivel 
transcripcional, tampoco los niveles de esta subunidad R6 se ven afectados por 
insulina o ayuno (Browne, Delibegovic et al. 2001). No obstante, a la vista de 
nuestros resultados sería de gran interés el estudio de su regulación como 
potencial diana terapéutica. Asimismo, para la confirmación de nuestros 
resultados sería de enorme utilidad la generación de un modelo animal en el 
que se delecionara el gen PPP1R3D específicamente en célula β pancreática.  
 
En la presente tesis hemos profundizado en el mecanismo molecular de la 
desfosforilación de pAMPKαThr172 por parte de la holoenzima PP1-R6. 
Nuestros resultados han demostrado un extraordinario paralelismo entre 
levaduras y mamíferos en la regulación de la actividad y el estado de 
fosforilación de pAMPKαThr172 por glucosa. En S. cerevisiae, la glucosa 
también induce la rápida desfosforilación e inactivación del ortólogo de AMPKα, 
Snf1. Esta desfosforilación está mediada por un complejo de PP1 (Glc7) y la 
subunidad reguladora Reg1, la cual desempeña un papel fundamental en este 
proceso ya que es capaz de dirigir a Glc7 hasta el complejo SNF1 
interaccionando físicamente con él a través de la subunidad Snf1 (AMPKα1) 
(Sanz, Alms et al. 2000). A pesar de que la interacción entre Reg1-Snf1 es 
mayor en condiciones de baja concentración de glucosa, la holoenzima se 
encuentra totalmente activa tanto en baja como en alta concentración de 
glucosa (Rubenstein, McCartney et al. 2008). Por ello, se ha sugerido que 
cambios en la accesibilidad del sustrato (Snf1 fosforilada) y no en la activación 
de la fosfatasa en sí misma serían la causa de la desfosforilación de Snf1 por 
glucosa (Rubenstein, McCartney et al. 2008). 
 
A la vista de nuestros resultados proponemos un mecanismo similar para la 
regulación de AMPK en célula β pancreática. En este caso, la subunidad 
reguladora R6 interaccionaría físicamente con un componente del complejo de 
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AMPK (la subunidad β1) y esta interacción sería también más fuerte en 
condiciones de baja concentración de glucosa. Sin embargo, la actividad 
intrínseca de la holoenzima PP1-R6 sería similar en condiciones de alta y baja 
glucosa. Estos resultados llevan a la atractiva hipótesis de que los cambios 
producidos por el metabolismo de glucosa, posiblemente por la disminución en 
la razón AMP/ATP (da Silva Xavier, Leclerc et al. 2003;  Salt, Johnson et al. 
1998), inducirían un cambio conformacional en el complejo de AMPK, 
convirtiéndolo en un mejor sustrato de desfosforilación por parte de PP1-R6 
que se encontraría asociada al complejo. En condiciones de baja concentración 
de glucosa, i.e. un aumento de la razón AMP/ATP, la conformación del 
complejo de AMPK sería resistente a la acción de la holoenzima PP1-R6 sobre 
el residuo Thr172. Esta hipótesis está en consonancia con resultados previos 
obtenidos in vitro sobre la desfosforilación de AMPK por la proteína fosfatasa 
de tipo 2, PP2C, que indicaban que el AMP forma un complejo con AMPK 
haciéndolo peor sustrato para la acción de la fosfatasa (Sanders, Grondin et al. 
2007; Mountjoy, Bailey et al. 2007). 
 
Recientemente, se le ha atribuido un papel negativo a la subunidad ortóloga de 
AMPKβ de levadura, Gal83, en la regulación de la actividad del complejo SNF1. 
Mutaciones en varios sitios del dominio de unión a glucógeno (GBD) de Gal83 
(AMPKβ1) liberan a Snf1 de la inhibición por glucosa (Momcilovic, Iram et al. 
2008). Se ha sugerido que esta modificación en Gal83 podría quizás reducir o 
impedir la unión de una molécula desconocida que podría participar en la 
desfosforilación del complejo SNF1 (Momcilovic, Iram et al. 2008). Más tarde, 
se describió que modificaciones en el dominio GBD de Gal83 provocaban una 
reducción en la asociación de Reg1 con Snf1 hasta 3 veces menor (Mangat, 
Chandrashekarappa et al. 2010). Dado que una de las mutaciones con el 
efecto más fuerte era Gal83-G235R (Momcilovic, Iram et al. 2008), mutamos el 
residuo correspondiente en AMPKβ1 (G147R) y encontramos que esta 
mutación evitaba la unión de la subunidad β1 con R6. Estos resultados 




pAMPKαThr172 por glucosa. De hecho, en un ensayo de complementación, R6 
es capaz de complementar la deficiencia de Reg1 en levaduras. Por tanto, 
nuestros resultados indican que el mecanismo de regulación de la 
desfosforilación de pAMPKαThr172 por glucosa está conservado desde 
levaduras hasta mamíferos. Además sugerimos que la subunidad β de AMPK, 
a través de R6, recluta a la fosfatasa PP1 permitiendo la rápida desfosforilación 
de la subunidad catalítica pAMPKαThr172 ante la señal de glucosa. 
 
En resumen, demostramos que el complejo formado por la fosfatasa de tipo 1 
(PP1) y la subunidad reguladora R6, participa en la desfosforilación e 
inactivación de pAMPKαThr172 in vivo.  
 
Se ha descrito que la entrada de glucosa en las células β pancreáticas induce a 
su vez un rápido aumento en los niveles de cAMP que lleva a la activación de 
la proteína quinasa A, PKA (Briaud, Lingohr et al. 2003). De acuerdo con 
resultados anteriores (Djouder, Tuerk et al. 2010) en células MIN6 hemos 
observado que la activación de PKA provoca la fosforilación de la Ser497 y la 
inactivación de AMPK. 
 
En esta tesis se ha estudiado en profundidad la regulación del estado de 
fosforilación de estos sitios por glucosa y se ha demostrado que la Ser497 
también se regula por glucosa pero de una manera opuesta a la regulación del 
residuo Thr172. En situación de baja glucosa AMPKα se encuentra fosforilada 
en la Thr172 mientras que la Ser497 se encuentra desfosforilada. Si por el 
contrario la glucosa está presente a altas concentraciones en el medio, el sitio 
Thr172 es desfosforilado mientras la Ser497 es fosforilada.  
 
Los resultados que se presentan en esta tesis demuestran que, PKA no está 
implicada en la desfosforilación de la Thr172, sino en la inhibición de su 
fosforilación. Por tanto, la fosforilación en AMPK de los sitios dependientes de 
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PKA impide la fosforilación de la Thr172 en AMPKα y por tanto, su activación 
en alta concentración de glucosa. 
 
Además, la desfosforilación del residuo Thr172 es indispensable para la 
fosforilación de los sitios dependientes de PKA. 
 
Por tanto, todos estos resultados revelan un papel clave de las fosfatasas en la 
regulación de AMPK por glucosa. Tanto la desfosforilación de la Thr172 para la 
inactivación de la quinasa como la desfosforilación de los sitios Ser173 y 
Ser497 son necesarias previamente para la posterior fosforilación de los sitios 
complementarios por las quinasas reguladoras correspondientes.  
 
Dado que la fosfatasa implicada en la desfosforilación de los sitios 
dependientes de PKA es clave para la activación de AMPK, quisimos investigar 
qué fosfatasa estaba implicada en la desfosforilación de estos sitios (Ser173 y 
Ser497). Los ensayos in vitro realizados con PP1, PP2A y PP2C demostraron 
que PP1 era la fosfatasa responsable de la desfosforilación tanto de la Ser173 
como de la Ser497. Esto sitúa a PP1 como la fosfatasa clave de la regulación 
de AMPK por glucosa. Dado que los resultados apuntan hacia PP1 como la 
responsable tanto de la desfosforilación de la Thr172 para la inactivación de 
AMPK como de la desfosforilación de los sitios Ser173 y Ser497 para su 
inactivación, esta fosfatasa debe estar sometida a una exquisita regulación que 
le permita desfosforilar en cada situación de alta o baja concentración de 
glucosa, los residuos correspondientes.  
 
Como se ha descrito anteriormente, es necesario que la glucosa se metabolice 
para que se produzca la desfosforilación de pAMPKαThr172. Además de un 
aumento de los niveles de ATP intracelulares, la glucosa provoca una entrada 
masiva de Ca+2 al interior de la célula. Nuestros resultados muestran como no 
sólo la glucosa sino también la entrada de Ca+2 es indispensable para inducir la 





En resumen, proponemos un modelo de regulación de AMPK por glucosa en 
células β pancreáticas (Figura 34) en el que: a baja concentración de glucosa, 
estando AMPK fosforilada en la Thr172 y activa, la subunidad reguladora R6 
interaccionaría físicamente con la subunidad β1 de AMPK y permitiría de este 
modo el mantenimiento de los residuos Ser173 y Ser497 en su estado 
desfosforilado gracias a la acción de PP1. Al aumentar la concentración de 
glucosa en el medio, los niveles de ATP aumentarían provocando un cambio 
conformacional de AMPK que haría accesible el residuo Thr172 a la 
desfosforilación. La rápida desfosforilación del residuo Thr172 por PP1-R6 
permitiría que PKA, activada a su vez por el aumento en los niveles de cAMP, 
fosforilara a AMPK en las serinas 173 y 497. La fosforilación de estas serinas 
impidiría la fosforilación de la Thr172 de AMPKα por parte de las quinasas que 
la activan manteniendo a AMPK inactiva. Por el contrario, al disminuir la 
concentración de glucosa aumentaría la relación AMP/ATP con lo que AMPK 
cambiaría de nuevo su conformación permitiendo la desfosforilación de los 
sitios Ser173 y Ser497 por parte de PP1 y su fosforilación y activación por parte 
de las quinasas LKB1 ó CaMKKβ. 
 
































1. La fosforilación de la glucosa por la glucoquinasa y su posterior 
metabolización son necesarias para inducir la desfosforilación de 
pAMPKαThr172. 
 
2. La fosfatasa de tipo 1 (PP1) está implicada en la desfosforilación de 
AMPKαThr172 en células β pancreáticas en respuesta a glucosa. 
 
3. La subunidad reguladora de PP1, R6, es la encargada de dirigir a PP1 a 
AMPK para desfosforilar la Thr172 en células β pancreáticas en respuesta a 
glucosa. 
 
4. R6 interacciona con la subunidad β1 de AMPK, siendo esta interacción más 
fuerte en condiciones de baja glucosa. La Gly147 situada en el dominio GBD 
de AMPKβ1 es crítica en esta interacción. 
 
5. El complejo fosfatasa PP1-R6 es activo tanto en condiciones de baja como 
de alta concentración de glucosa. Por tanto, debe ser AMPK la que se module 
dependiendo de los niveles de glucosa haciéndose más o menos accesible a la 
desfosforilación. 
 
6. La ausencia de la subunidad reguladora R6 provoca la pérdida de la 
regulación de AMPK por glucosa y en consecuencia, a una disminución en la 
secreción de insulina en células β pancreáticas. 
 
7. La glucosa, además de inducir la desfosforilación de pAMPKαThr172, 
provoca la fosforilación dependiente de PKA de las serinas 173 y 497 en 
células β pancreáticas. 
 
8. La fosforilación de la Ser173 y la Ser497 impide la posterior fosforilación de 





9. La proteína fosfatasa PP1 también está implicada en la desfosforilación de 
los sitios dependientes de PKA, Ser173 y Ser497, al menos in vitro. 
 
10. Para la desfosforilación de pAMPKαThr172 por glucosa, es imprescindible 
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Anexo 1. Reactivos 
 
Producto Casa comercial 
Medio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) Lonza 
Tampón fosfato salino (PBS) Lonza 
Tripsina Lonza 
Glutamina  Lonza 
Penicilina-Estreptomicina Lonza 
Suero Bovino Fetal (FBS) Lonza 
LIPOFECTAMINA 2000TM Invitrogen 
OPTIMEM Invitrogen 
β-Mercaptoetanol (2-ME) Sigma 
Albúmino de suero bovino (BSA) Sigma 
Nifedipina Sigma 




2-deoxiglucosa (2-DOG) Sigma 
3-metilglucosa (3-MG) Sigma 
Gliburida Sigma 
Forskolina  Sigma 
PKi Sigma 
Ampicilina Roche 
Cloramfenicol  Sigma 
Isopropyl-b-D-thiogalactopiranosido (IPTG) Roche 
Dithiothreitol (DTT) Sigma 
Dimetilsulfóxido (DMSO) Sigma 
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) Sigma 
Tritón X-100 Sigma 
Glicerol J.T Baker 
Azul bromofenol J.T Baker 
Coctel de inhibidores de proteasas sin EDTA Roche 





Extracto de levadura Pronadisa 
Base de nitrógeno para levaduras Difco 
Aminoácidos Sigma 
Acetato de Litio Sigma 
Ácido etilendiaminotetracético (EDTA) Panreac 
Polietilenglicol (PEG) Sigma 
Na Cl J.T Baker 
 
 
